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EWA OSETOWSKA 

1919— 1978

Dnia 9 stycznia 1978 roku zmarła po długotrwałej chorobie prof, dr 
med. Ewa Osetowska, Kierownik Ośrodka Neurologii Porównawczej 
Centrum Medycyny Doświadczalnej i Klinicznej Polskiej Akademii 
Nauk w Mińsku Mazowieckim, inicjator i współzałożyciel Stowarzysze
nia Neuropatologów Polskich, twórca i wieloletni redaktor „Neuropa- 
tologii Polskiej”.

Ewa Osetowska urodziła się w roku 1919 w Mińsku Mazowieckim. 
Po ukończeniu Liceum Ogólnokształcącego im. M. Konopnickiej w W ar
szawie w roku 1937 podjęła studia lekarskie na Uniwersytecie Warszaw
skim. W okresie okupacji kontynuowała je na podziemnym uniwersy
tecie w Warszawie, pracując jednocześnie w II Klinice Chirurgicznej 
Szpitala Klinicznego. Dyplom lekarza uzyskała w lutym 1945 roku na 
wydziale lekarskim odrodzonego Uniwersytetu Warszawskiego. Stopień 
naukowy doktora medycyny nadała jej Rada Wydziału Lekarskiego Uni
wersytetu Warszawskiego w roku 1949 na podstawie pracy „Objawy
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2 M. J. Mossakowski Nr 1

neurologiczne w chorobie Pageta”, wykonanej pod kierunkiem prof. 
A. Opalskiego. Tytuł naukowy docenta nadała jej Centralna Komisja 
Kwalifikacyjna w roku 1955 na podstawie całokształtu dorobku nauko
wego oraz pracy nt.: „Próba in terpretacji patofizjologicznej wyników 
klinicznego badania afazji ruchow ej” przygotowanej w Instytucie Psy- 
choneurologicznym. Profesorem nadzwyczajnym została w roku 1963.

Okres 10 lat po uzyskaniu dyplomu lekarza wypełnia Jej działalność 
kliniczna, początkowo w Klinice Neurochirurgii, następnie w Klinice 
Neurologii Uniwersytetu Warszawskiego, a od roku 1952 w Instytucie 
Psychoneurologicznym w Pruszkowie. Tu przechodzi kolejne szczeble 
kariery  pomocniczego pracownika naukowego do stanowiska adiunkta 
i ordynatora oddziału. Już jako doświadczony i wypróbowany neurolog- 
-klinicysta ukierunkowuje swoje zainteresowania na zagadnienia pato
morfologu układu nerwowego. Przechodzi w roku 1955 do pracy w Za
kładzie Histopatologii Układu Nerwowego PAN prowadzonego przez 
prof. Adama Opalskiego. W Zakładzie tym  zostaje adiunktem, a w k ró t 
kim czasie docentem. W roku 1957 zostaje zastępcą kierownika Zakładu, 
pozostając na tym stanowisku do czasu przejścia na em eryturę profe
sora Opalskiego. Pierwsze lata pracy w Zakładzie wypełnia Jej dzia
łalność organizacyjna, pomoc choremu już profesorowi Opalskiemu w 
prowadzeniu placówki i w kształceniu początkowo czworga, a następnie 
sześciorga asystentów i aspirantów. Jest to jednak przede wszystkim 
intensywne poznawanie neuropatologii, która mimo uprzednich kontak 
tów w Klinice Neurologicznej i Instytucie Psychoneurologicznym jest 
dla Niej dziedziną nową, jest to równocześnie wchodzenie w problem a
tykę badawczą w tej dziedzinie. W latach 1958 i 1959 odbywa dwa 
długoterminowe staże naukowe w Instytucie Bunge w Antwerpii pod 
kierunkiem prof. Ludo van Bogaerta. One to i naukowa inspiracja Jej 
drugiego nauczyciela wywierają decydujący wpływ na dalszy rozwój 
naukowy Ewy Osetowskiej, krystalizują kierunki Jej zainteresowań ba
dawczych i otwierają przed Nią nowe drogi poszukiwań i działań. Po 
powrocie do kraju  obejmuje kierownictwo Pracowni Warszawskiej Za
kładu Neuropatologii, składającego się już w tym  czasie z Pracowni W ar
szawskiej i Krakowskiej, a kierowanego w całości przez prof. Adama 
Kunickiego. Objęcie kierownictwa Pracowni Warszawskiej, a następnie 
w roku 1963 kierownictwa Zakładu Neuropatologii otwiera na jin ten 
sywniejszy i najbardziej płodny okres Jej działalności naukowej, orga
nizacyjnej, dydaktycznej i wychowawczej. W okresie tym  powstaje 
ponad dwie trzecie Jej dorobku naukowego, doktoryzuje 20 adeptów 
neuropatologii, a 5 Jej współpracowników uzyskuje stopień docenta. 
Skupia wokół siebie i kierowanej przez siebie placówki grono neuro
logów i patologów zainteresowanych neuropatologią, pracujących w in-
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Nr 1 Prof. dr E. Osetowska 3

nych ośrodkach krajowych, inspiruje ich, kształci, pomaga w zorgani - 
zowaniu własnych placówek, doktoryzuje i habilituje. Inicjuje powsta
nie Stowarzyszenia Neuropatologów Polskich, kierując jego działalno
ścią przez okres lat sześciu. Z Jej inicjatywy również zaczyna ukazy
wać się czasopismo „Neuropatologia Polska”, stanowiące początkowo 
organ Zakładu Neuropatologii PAN, a następnie od roku 1969 — Sto
warzyszenia Neuropatologów Polskich. Prof. E. Osetowska redaguje je 
przez okres kilku najtrudniejszych, bo początkowych lat. Uczestniczy 
aktywnie w działalności nowopowstałej Światowej Federacji Neu
rologii będąc współorganizatorem i członkiem jej grupy neuropa- 
tologicznej. Bierze udział w redagowaniu czasopisma „Acta Neuropa- 
thologica”, pozostając w jego zespole redakcyjnym  do końca życia. 
Wchodzi w skład zespołu redakcyjnego Journal of Neurological Scien
ces, stanowiącego organ Światowej Federacji Neurologii. Jest współ
założycielem Międzynarodowego Towarzystwa Neuropatologii, przez 
wiele lat reprezentując w nim Stowarzyszenie Neuropatologów Pol
skich, oraz będąc członkiem jego zarządu głównego.

Z chwilą powstania w roku 1967 Centrum  Medycyny Doświadczalnej 
i Klinicznej PAN, prof. Ewa Osetowska podejmuje trud  zorganizowania 
w nim nowej jednostki, a zarazem młodej, na gruncie polskim całko
wicie uprzednio nieznanej dziedziny — neuropatologii i neurologii po
równawczej. Od roku 1967 kieruje pracownią, a od 1971 zorganizowa
nym  przez siebie Ośrodkiem Neurologii Porównawczej Centrum w Miń
sku Mazowieckim, w rodzinnym mieście i rodzinnym domu.

W dorobku naukowym Ewy Osetowskiej, obejmującym łącznie około 
150 publikacji wyróżnić można dwa zasadnicze nurty  tematyczne — 
kliniczny i neuropatologiczny, z tym  jednak, że wątek kliniczny i cele 
kliniczne stanowią cechę dominującą i tego drugiego.

N urt kliniczny reprezentują publikacje pochodzące z najwcześniej
szego okresu działalności Ewy Osetowskiej, związanego z Warszawską 
Kliniką Neurologiczną i Instytutem  Psychoneurologicznym. Obejmują 
one stosunkowo zróżnicowaną tem atykę kliniczną z wybijającą się na 
czoło problematyką diagnostyki i leczenia gruźliczego zapalenia opon 
mózgowo-rdzeniowych. Z tego okresu pochodzi również monograficzne 
opracowanie obrazu neurologicznego choroby Pageta, stanowiące pracę 
na stopień doktora medycyny. Opublikowana w roku 1955 praca „Próba 
in terpretacji patofizjologicznej wyników klinicznego badania afazji ru 
chowej”, przygotowywana jako rozprawa habilitacyjna, stanowi wynik 
współpracy Ewy Osetowskiej klinicysty-neurologa z zespołem fizjolo
gicznym prof. Jerzego Konorskiego.

Niezwykle bogaty i wszechstronny dorobek neuropatologiczny Ew’y 
Osetowskiej dotyczy wszystkich niemal dziedzin patologii ośrodkowego
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układu nerwowego. Jego cechą wiodącą było ścisłe wiązanie zjawisk 
patomorfologicznych spostrzeganych w chorym mózgu z obserwacjami 
klinicznymi i podporządkowanie podstawowemu pryncypium, że praca 
neuropatologa służyć ma lepszemu zrozumieniu zjawisk klinicznych 
i wyjaśnianiu mechanizmów procesu chorobowego. Ta zasada w jedna
kowej mierze dotyczyła Jej opracowań z zakresu neuropatologii kli
nicznej, jak i licznych prac z dziedziny neuropatologii porównawczej, 
opartych o materiał zwierzęcy. Jest rzeczą zdumiewającą jak wiele bez
pośrednich odniesień do kliniki neurologicznej człowieka znaleźć można 
w Jej pracach poświęconych patologii układu nerwowego zwierząt, na 
wet wówczas gdy dotyczyły one procesów niezwykle odległych od kli
niki ludzkiej. Ewa Osetowska była w istocie rzeczy badaczem mono- 
warsztatowym. Jej podstawowym narzędziem badawczym był mikro
skop świetlny. W dobie szeroko rozbudowanych metodycznych warszta
tów naukowych, niezwykle bogatych inowacji technicznych, które do 
swojego arsenału włączyła współczesna patologia, wydawać by się mog
ło, że takie ograniczenie zawęża w założeniu zakres twórczości nauko
wej i możliwość wniesienia nowych i oryginalnych wartości. Cały do
robek naukowy Ewy Osetowskiej jest zaprzeczeniem tej tezy. Stanowi 
on znakomitą rehabilitację diagnostycznej neuropatologii, pokazując jak 
wiele autentycznie nowego, oryginalnego, twórczego i pożytecznego 
wnosić może nadal prosta obserwacja mikroskopowa, pod warunkiem 
jednakowoż posiadania umiejętności rozumienia i wykorzystania tych 
spostrzeżeń, oraz ich łączenia z głęboką wiedzą ogólnobiologiczną i do
świadczeniem klinicznym. Neuropatolog kliniczny może być „opisywa- 
czem” zjawisk lub twórcą wiedzy, pracując na tym  samym materiale 
i posługując się tym  samym warsztatem metodycznym. Ewa Osetowska 
z całą pewnością reprezentowała tę drugą kategorię.

W zróżnicowanej problematyce prac naukowych Ewy Osetowskiej, 
przewija się kilka wyraźnych nurtów tematycznych, które ze świado
mego wyboru rozwija najbogaciej, nawracając do nich w kolejnych 
etapach swojej działalności, rozbudowując je i uzupełniając w dążeniu 
do stworzenia zwartej i jednoznacznej syntezy. Problem atyka ta doty
czy w pierwszej kolejności pierwotnych zapaleń mózgu, głównie w iru 
sowych i alergicznych, oraz wew nątrz- i zewnątrzpochodnych encefa
lopatii, zarówno tych wywołanych przez znane czynniki uszkadzające, 
jak i tych, których źródła przyczynowe i mechanizmy patogenetyczne 
pozostają nadal nie wyjaśnione. Stałym przedmiotem Jej zainteresowań 
były wzajemne zależności procesu zapalnego i encefalopatycznego, oraz 
pogranicza różnorodnych procesów patologicznych. Stąd też odkrycie 
tzw. wirusów powolnych, mogących warunkować procesy zwyrodnienio
we układu nerwowego, a wśród nich genetycznie uwarunkowane sta 
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Nr 1 Prof. dr E. Osetowska 5

nowiło istotny moment przełomowy w Jej twórczości, jako zjawisko 
zbieżne z Jej wieloma poprzednimi spostrzeżeniami patomorfologicz- 
nymi i koncepcjami patofizjologicznymi.

W kręgu tematycznym poświęconym zapaleniom mózgu znajdują się 
prace poświęcone praktycznie wszystkim znanym typom zapaleń. Naj- 
pocześniejsze miejsce wśród nich zajm ują badania poświęcone podost
rem u stwardniającemu zapaleniu mózgu, ostremu nekrotyzującemu za
paleniu mózgu, oraz zapaleniu grypowemu i reumatycznemu. W sposób 
oczywisty znaczną część swego dorobku poświęciła zagadnieniom pato
morfologu środkowo-europejskiego kleszczowego zapalenia mózgu, wy
stępującego endemicznie i epidemicznie w Polsce. Jej właśnie pracom 
zawdzięczamy znajomość patomorfologii tego typu, najpospolitszego :v 
kraju, zapalenia mózgu. Stała się w tej dziedzinie, podobnie jak zresztą 
w całej problematyce zapaleń ośrodkowego układu nerwowego uznanym 
autorytetem  międzynarodowym. W yrazem uznania Jej kompetencji w 
tym  zakresie było powierzenie autorstwa rozdziału poświęconego klesz
czowemu zapaleniu mózgu w międzynarodowym, monograficznym pod
ręczniku wirusologii, wydanym w edycji angielskiej i francuskiej pod 
redakcją R. Debré i J. Celeres. Dążąc do wyjaśnienia mechanizmów 
zróżnicowanej formuły procesu zapalnego i jego topografii w ośrod
kowym układzie nerwowym swoje studia klinicznego m ateriału klesz
czowego, środkowo-europejskiego zapalenia mózgu uzupełnia pracami 
doświadczalnymi, przy użyciu różnych szczepów wirusa, oraz zróżnico
wanego substratu, prowadząc je na zwierzętach o różnych stadiach roz
woju układu nerwowego, przy zastosowaniu odmiennych dróg zakaże
nia. Dla ich dalszego pogłębienia przeprowadza wnikliwe studia do
świadczalne z innymi typami wirusów z grupy ARBO.

Zainteresowania podostrym stwardniającym  zapaleniem mózgu, w y
niesione ze szkoły Ludo van Bogaerta, a znajdujące swój najwcześniej
szy wyraz w fundamentalnej pracy poświęconej topografii zmian pa
tologicznych w mózgu w tym typie zapalenia i pogłębiane w licznych 
kolejno ukazujących się na przestrzeni ponad 15 lat pracach, doprowa
dziły Ją  do badań na materiale wirusowych zapaleń mózgu u zwierząt, 
przede wszystkim do studiów nad obrazem morfologicznym nosówki 
nerwowej u psów, w której złożonym zespole poszukiwała cząstkowej 
choćby odpowiedzi na pytania związane z mechanizmami reakcji tk an 
kowej w SSPE.

Osetowska jest autorką najwszechstronniejszych i najgłębszych opra
cowań poświęconych grypowemu zapaleniu mózgu oraz tzw. reum a
tycznemu zapaleniu mózgu. Przedmiotem Jej szczególnej fascynacji był 
stosunek nagminnego śpiączkowego zapalenia mózgu do współcześnie 
występujących zapaleń wirusowych. Zainteresowanie to wynikało prze
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de wszystkim z niezwykłości epidemiologicznej i biologicznej tej jedno
stki chorobowej. Zagadnieniu temu poświęciła wiele uwagi w swoich 
opracowaniach monograficznych i kilka oryginalnych pozycji szczegó
łowych.

Stosunek wirusa, wywołującego proces zapalny w mózgu do po
szczególnych elementów tkanki nerwowej, a w szczególności komórki 
nerwowej i jego morfologiczna ekspresja stanowią inny krąg zaintere
sowań autorki. Zróżnicowaniu zachowania czynnika patogennego w sto
sunku do komórki gospodarza, poświęca szczególną uwagę w szeregu 
opracowań dotyczących zapaleń mózgu. Poświęca mu również odrębną 
publikację ,,Procesy zapalne ’neuronobójcze’ i neurotropowe”, ukazu
jącą się już po Jej śmierci. To samo zagadnienie, choć w odwróconym 
aspekcie, rozwija w szeregu pracach dotyczących zapaleń mózgu u dzie
ci, w których zajmuje się wpływem stopnia dojrzałości układu ne r 
wowego na kształtowanie odpowiedzi zapalnej tkanki.

Swoje obsęrwacje i przemyślenia dotyczące patomechanizmów proce
su zapalnego i jego eksponentów strukturalnych, oparte o szczegółowe 
analityczne opracowania, uogólnia w licznych pracach monograficznych. 
Ich prześledzenie w sekwencji czasowej pozwala na poznawanie dojrze
wania ogólnej patofizjologicznej koncepcji autorki, która znalazła swój 
najpełniejszy wyraz w monografii „Neuropatologia zapaleń mózgu wi
rusowych i alergicznych”, wydanej w roku 1974. Ostatni rok życia 
autorka spędziła przygotowując jej angielską wersję.

Drugim kręgiem tematycznym obejmującym istotną część dorobku 
publikowanego prof. Ewy Osetowskiej są zagadnienia endo- i egzogen
nych encefalopatii. Na specjalne odnotowanie zasługują w nim prace 
poświęcone patologii mózgu w przebiegu chorób krążenia i oddychania 
oparte zarówno o ludzki m ateriał kliniczny jak i zwierzęcy. Odrębne 
miejsce w tej grupie zajm ują opracowania poświęcone naczyniopochod- 
nym  uszkodzeniom pnia mózgu i rdzenia kręgowego, a wśród nich ana 
liza substratu morfologicznego zespołu podopuszkowego, opisanego przez 
Opalskiego. W oparciu o własne obserwacje i spostrzeżenia wprowadzi
ła nową klasyfikację encefalopatii mocznicowych oraz udowodniła przy
życiowy charakter zmian stanowiących podłoże cerebellopatii towarzy
szących pozanerwowym nowotworom złośliwym. Jest wreszcie wraz 
z W. Krücke i A. Taraszewską autorką opisu cerebellopatii reum atycz
nych. W pracy poświęconej temu zagadnieniu ukazującej się zresztą po 
śmierci autorki, udowodniła Ona naczyniopochodny charakter rzeko- 
moukładowych uszkodzeń móżdżku, towarzyszących chorobie gośćcowej. 
W grupie badań związanych z encefalopatiami egzogennymi na odno
towanie zasługują prace poświęcone remisyjnej encefalopatii tlenkowo- 
-węglowej oraz encefalopatiom pourazowym, w których mechanizmie
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Nr 1 Prof. dr E. Osetowska 7

patogenetycznym udowodniła podstawową rolę przewlekłych uszkodzeń 
układów barierowych mózgu.

Omawiając, choćby pobieżnie dorobek naukowy prof. Ewy Osetow- 
skiej nie można pominąć prac poświęconych patologii neurolipidoz i leu- 
kodystrofii oraz chorób demielinizacyjnych. W grupie tej, obejmującej 
szczegółowe, analityczne opracowania poszczególnych typów neuroli
pidoz i leukodystrofii, szczególną uwagę zwracają prace, w których 
autorka omawia wzajemne relacje między procesami spichrzeniowymi 
i leukodystroficznymi, odnosząc zresztą te ostatnie do innej grupy cho
rób objętych zbiorczą nazwą leukoencefalopatii. W pracach tych naj
dobitniej wyraża się wspomniany uprzednio charakterystyczny rys 
twórczości Ewy Osetowskiej — równoczesne poszukiwanie styków pa- 
togenetycznych i odrębności wyrazu patomorfologicznego, podporządko
wane dyscyplinie myślenia kategoriami klinicznymi. Właściwości te w y
raziły się również znakomicie w pracach poświęconych chorobom demie- 
linizacyjnym, w tym  w publikacjach dotyczących przejściowych postaci 
stwardnienia rozsianego i rozlanego oraz topografii ognisk demieliniza
cyjnych w stwardnieniu rozsianym. W najbardziej jednak klinicznie 
zorientowanych pracach, Osetowska-badacz nie traci z zasięgu pola w i 
dzenia podstawowych zagadnień ogólno-biologicznych. Dokumentuje to 
w sposób niezwykle przekonywujący w studium nad morfogenezą włó
kien Rosenthala, rozwijających się na podłożu ognisk demielinizacyj
nych w stwardnieniu rozsianym.

Dążenie do pogłębienia znajomości mechanizmów chorób układu ner
wowego u ludzi oraz poszukiwanie odpowiedzi na pytania, których nie 
znajduje w skrawkach mózgu chorego człowieka — kieruje Ewę Ose- 
towską na nową drogę badań prowadzonych na zwierzętach. Nie doty
czą one jednakże m ateriału doświadczalnego, z modelami chorobowymi 
wytworzonymi w oderwaniu od warunków naturalnego życia zwierzę
cia. Osetowskiej bliższa jest spontaniczna patologia zwierzęca, choć 
nie odrzuca jak widzieliśmy poprzednio patologii doświadczalnej. W y
razem tego kierunku Jej zainteresowań jest długa lista publikacji z za
kresu neuropatologii porównawczej. Wśród nich istotne miejsce zajmują 
badania poświęcone zapaleniom mózgu u zwierząt, a zwłaszcza nosówce 
i toksoplazmozie, o których wspominałem poprzednio. Nie wyczerpują 
one jednak w żadnej mierze całości problematyki neuropatologii zwie
rzęcej. Mieszczą się w niej ponadto pionierskie badania nad procesami 
starzenia się mózgu u psów, zagadnienie wad wrodzonych u zwierząt, 
chorób naczyniopochodnych, chorób niedoborowych oraz ogólnej pato
logii zwierząt laboratoryjnych. Ten ostatni krąg zagadnień zapoczątko
wał Jej porównawczo-neuropatologiczne zainteresowania. Zetknąwszy 
się w latach sześćdziesiątych z działalnością Zakładu Hodowli Zwierząt
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Laboratoryjnych PAN w Łomnie-Las, uznała, że podstawowym zada
niem placówki było dostarczanie do badań doświadczalnych wysokiej 
jakości z d r o w y c h  zwierząt laboratoryjnych. Utrzymanie stanu zdro
wia stada hodowlanego, obok właściwej opieki zootechniczno-weteryna- 
ry jnej wymagało pełnego rozeznania w jego zagrożeniach, opartego
o wszechstronne badania naukowe, w tym  również patomorfologiczne. 
Za tymi początkowo ściśle aplikacyjnymi, praktycznymi ocenami, poszły 
w okresie późniejszym zaplanowane, głębokie, a niejednokrotnie od
krywcze prace badawcze, dotyczące najbardziej podstawowych mecha
nizmów procesu chorobowego. To właśnie dostrzeganie problematyki 
badawczej naukowo płodnej, interesującej i ważnej w działaniach jak 
najbardziej utylitarnych, wręcz usługowych, stanowi jeszcze jeden nie
zwykle charakterystyczny rys umysłowości Ewy Osetowskiej. Znajduje 
on również swoje odzwierciedlenie w cyklu prac Jej własnych, a czę
ściowo Jej współpracowników, inspirowanych przez Nią, wykonanych 
na materiale małp, używanych do testu bezpieczeństwa przy produkcji 
szczepionki polio. Z tego właśnie, pozornie banalnego, rutynowego m a
teriału pochodzą znakomite opracowania dotyczące odczynu tkanek móz
gu na bezpośredni uraz mechaniczny, wykazując daleko idące zróżni
cowanie uwarunkowane odrębnościami tkankowymi poszczególnych czę
ści i s truk tu r ośrodkowego układu nerwowego.

W połowie lat sześćdziesiątych, w fermie hodowlanej królików w Za
kładzie Hodowli Zwierząt Laboratoryjnych PAN prof. Ewa Osetowska 
spostrzegła pojedyncze zwierzę wykazujące cechy choroby neurologicz
nej, charakteryzującej się grubofalistym drżeniem głowy, kończyn i tu 
łowia, a następnie spastycznym porażeniem kończyn. Wyodrębnione 
kolejne osobniki z tym samym typem  defektu neurologicznego stały 
się zaczątkiem stada hodowlanego, królików pt (paralitic tremor), obar
czonych dziedziczną chorobą neurologiczną. Badaniom tego unikalnego 
zespołu chorobowego, stanowiącego niezwykle dogodny, na tu ra lny  mo
del dziedziczno-zwyrodnieniowych chorób układu nerwowego, poświęciła 
prof. Ewa Osetowska kolejne lata swojej aktywnej działalności. On też 
przede wszystkim stał się podstawowym przedmiotem Jej własnych za
interesowań naukowych i badań zorganizowanego przez Nią i kierowa
nego Ośrodka Neurologii Porównawczej. Kolejne publikacje Ewy Ose
towskiej poświęcone są obrazowi klinicznemu zespołu, cechom genetycz
nym  choroby oraz charakterystyce morfologicznych uszkodzeń układu 
nerwowego królika pt. W poszukiwaniu anatomiczno-czynnościowego 
substratu zespołu drżeń, nie wyjaśnionego jednoznacznie w klinice neu
rologicznej człowieka, Ewa Csetowska oddaje się badaniom anatomicz- 
no-funkcjonalnym zamkniętych układów ruchowych u królika pt. Uzu
pełnia je badaniami neurochemicznymi. Dla wyjaśnienia mechanizmu
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uszkodzeń neuronalnych podejmuje badania neurocytologiczne, wyko
rzystuje techniki mikroskopii elektronowej. Przez cały czas bacznie śle
dzi zmienną dynamikę obrazu klinicznego, jej fluktuacje koreluje z od
rębnościami nieprawidłowości s trukturalnych. Model królika pt oka
zuje się rokować większe, niż poprzednio oczekiwano, nadzieje. Służy 
on bowiem nie tylko wyjaśnianiu mechanizmów pewnych neurologicz
nych zespołów chorobowych, czy też ogólnego patomechanizmu dziedzi
cznych chorób układu nerwowego. Stwarza on ponadto szanse poznawa
nia pato- i morfogenezy całego szeregu procesów i odczynów patolo
gicznych tkanki nerwowej, takich jak zwapnienia neuronalne, zwyrod
nienia rozpływne komórek nerwowych, nieprawidłowości procesu two
rzenia osłonek mielinowych i in. Dostrzegła to jego autorka, analizując 
te właśnie zagadnienia w kilku kolejnych publikacjach.

W krótkim wspomnieniu nie sposób przeprowadzić pobieżną choćby 
analizę dorobku naukowego człowieka tak intelektualnie bogatego 
i wszechstronnego oraz oddanego pracy jakim była profesor Ewa Ose
towska. Można jedynie zasygnalizować jego główne kierunki i nurty. 
Załączony do wspomnienia spis publikacji, ma na celu zachęcenie czy
telnika do zapoznania się z oryginalnym dorobkiem i ułatwienie mu 
jego odszukanie.

Oryginalny dorobek naukowy prcf. E. Osetowskiej nie wyczerpuje 
listy Jej publikacji. Istotnym jej elementem są wydawnictwa podręcz
nikowe, wśród których na specjalne wyróżnienie zasługuje wspomniana 
już monografia „Neurcpatologia zapaleń mózgu wirusowych i alergicz
nych” , redagowany przez Nią pierwszy polski „Atlas Neuropatologicz- 
ny” , rozdziały w międzynarodowym podręczniku neuropatologii, w y
danym  przez J. Mincklera oraz rozdziały w podręczniku Wirusologii 
R. Debré i J. Celersa. Na liście tej znajdują się liczne artykuły  z dzie
dziny publicystyki naukowej, wspomnienia, sprawozdania, zawsze peł
ne osobistych sądów i przekonań, a nierzadko wyraźnie polemicznych 
akcentów.

Obok nurtu  badawczego w życiu prof. E. Osetowskiej mieściła się 
bogata działalność dydaktyczna. Uczyła od początków swojej kariery 
naukowej. Lubiła uczyć i posiadała nieczęsty talent nauczania. Z jed
nakową jasnością, precyzją i żarliwością uczyła za katedrą uniwers>- 
tecką, przy mikroskopie, za stołem laboratoryjnym  i przy klatce z kró
likami. Jednakowo żarliwie — doktorantów, lekarzy, studentów, labo
rantów i pomcce laboratoryjne. Jej zacięcie dydaktyczne znajdowało 
wyraz w Jej publikacjach nie tylko podręcznikowych, wymienionych 
powyżej, lecz także w jej oryginalnych pracach naukowych. Każda 
z nich miała nie tylko zawierać określony ładunek poznawczy, miała 
również uczyć. Ta właśnie chęć nauczania i autentyczny talent dydak
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tyczny, a nie tylko fakt, że przyszło Jej działać w okresie powstawania 
neuropatologii w Polsce i uczestniczyć w jej tworzeniu, sprawiły, że 
promowała bardzo wiele doktoratów z neuropatologii i opiekowała się 
największą liczbą przewodów habilitacyjnych.

Sylwetka profesor Ewy Osetowskiej byłaby niewątpliwie niepełna 
gdyby pominąć Jej działalność organizacyjną. Odziedziczywszy po swo
im wielkim nauczycielu — prof. Adamie Opalskim skromny Zakład Hi
stopatologii Układu Nerwowego rozwija go, czyniąc zeń w krótkim  cza
sie uznaną placówkę badawczą cieszącą się wysokim krajowym  i mię
dzynarodowym autorytetem  naukowym. Wkrótce Jej inicjatywa i po
trzeba działania przerasta m ury  własnego Zakładu. Inspiruje powstanie 
jego pracowni krakowskiej. Wokół Zakładu Neuropatologii PAN kreuje 
polskie środowisko neuropatologiczne. Inicjuje powstanie Stowarzysze
nia Neuropatologów Polskich, tworzy pierwsze w Polsce, a jedno z nie
licznych na świecie, specjalistyczne neuropatologiczne czasopismo nau 
kowe. Działa w licznych zagranicznych towarzystwach naukowych, w 
tym  jako członek Belgijskiego Towarzystwa Neurologicznego i Niemiec
kiego Towarzystwa Neuropatologów i Neuroanatomów. Bierze udział 
w pracach szeregu międzynarodowych organizacji naukowych, uczest
niczy w redakcjach krajowych i międzynarodowych czasopism. W C ent
rum  Medycyny Doświadczalnej i Klinicznej PAN tworzy Ośrodek Neu
rologii Porównawczej. Organizuje zjazdy i sympozja naukowe. Aktyw
nie uczestniczy w życiu politycznym jako członek Polskiej Zjednoczonej 
Partii Robotniczej.

Chora, nie przerywa swojej działalności. K ieruje Ośrodkiem, udziela 
konsultacji, uczy i publikuje. Do ostatnich niemal dni, walcząc z cho
robą przygotowuje angielskie wydanie „Neuropatologii zapaleń mózgu 
wirusowych i alergicznych”.

Od działania odrywa Ją  śmierć.
Śmierć zabrała jednego z najwybitniejszych neuropatologów polskich, 

badacza, organizatora i nauczyciela, który swoją pracę naukową trak 
tował jako cel najwyższy i źródło osobistej satysfakcji i radości. Po
żegnaliśmy w Profesor Ewie Osetowskiej niezwyczajnego człowieka, 
człowieka wielkiego talentu, wielkich ambicji i możliwości i wielkiej 
pracy. Pożegnaliśmy w Niej niepowszednie życie, bogate, intensywne 
i wszechstronne, w którym  harmonijnie łączyły się oryginalne osiągnię
cia badacza, sukcesy nauczyciela i wychowawcy, talent i pasja organi
zatora oraz szerokie pozazawodowe zainteresowania hum anisty — sztu 
ka, poezja, filozofia... Tym boleśniejsze było odejście w okresie dojrza
łego działania, bogatych doświadczeń i zasłużonego uznania.

Warszawa, lipiec 1978 Mirosław J. Mossakowski
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KOMUNIKATY

W okresie od 8 do 10 czerwca 1979 odbędzie się w Gardone Riwiera 
(Brescia, Italia) Międzynarodowe Sympozjum poświęcone wielospecja- 
listycznym aspektom terapii guzów mózgu.

Głównymi tematami Sympozjum będą:
— doświadczalne guzy mózgu,
— biologia i rozpoznawanie guzów mózgu,
— podstawy leczenia guzów mózgu,
— doniesienia wolne.

Organizatorami Sympozjum są Fundacja Giovanni Lorenzini w Me
diolanie, Narodowy Instytut Zdrowia w Bethesda (USA) oraz Uniwer
sytet w Pawii.

Przewodniczącymi Sympozjum są P. Paoletti (Pawia) i M. D. Walker 
(USA).

Termin nadsyłania zgłoszeń i streszczeń mija 1 lutego 1979.
Adres Komitetu Organizacyjnego:
Fondazione Giovanni Lorenzini,
Via Monte Napoleone, 23.
20 121 Milan (Italia).

* * *

W okresie od 12 do 14 lipca 1979 odbędzie się w Paryżu IV Zjazd 
Europejskiego Towarzystwa Neurochirurgii Stereotaktycznej i Czyn
nościowej.

Głównymi tematami będą:
— padaczka,
— ogniskowe napromieniowanie,
— neurostymulacja.

Informacje szczegółowe uzyskać można w Komitecie Organizacyjnym 
G. Szikla,
Centre Hospitalier Ste. Anne,
1, rue Cabanis, F-75 014 Paris.
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A NNA TARASZEW SKA

ZMIANY ULTRASTRUKTURALNE W RDZENIU KRĘGOWYM 
U KRÓLIKA PT W OKRESIE OBJAWOWYM CHOROBY*)

Ośrodek Neurologii Porównawczej Centrum Medycyny Doświadczalnej 
i Klinicznej PAN, M ińsk-M azowiecki 

Kierownik Ośrodka: prof, dr med. : E. Osetowska

Niniejsze doniesienie jest jednym z kolejno zaplanowanych etapów 
badań ośrodkowego układu nerwowego u królika pt z dziedziczną drżą- 
czką poraźną (Osetowska, Luszawski 1975). Przedmiotem tego cyklu 
jest uzupełnienie i pogłębienie obserwacji morfologicznych uzyskanych 
z mikroskopu świetlnego w różnych okresach rozwoju choroby i w od
niesieniu do różnych s truktur anatomicznych i układów czynnościo
wych. Z badań w mikroskopie świetlnym wynika, że zmiany w rdze
niu stanowią wczesny i stały element obrazu neuropatologicznego kró
lika pt, przy czym duże uszkodzenia występują w istocie białej, w po
staci rozlanej demielinizacji, glejozy włóknistej, rozpadu włókien osio
wych oraz drobnogąbczastego rozrzedzenia podłoża (Osetowska i wsp. 
1977).

Celem podjętych badań elektronowo-mikroskopowych rdzenia królika 
w ostrym okresie choroby pt jest określenie charakteru wczesnych zmian 
demielinizacyjnych nakładających się na trwającą* jeszcze mielinizację 
włókien oraz zależności tych zmian od uszkodzenia włókien osiowych w 
długich drogach zstępujących i wstępujących rdzenia.

MATERIAŁ I METODY

Do badań użyto 5 chorych królików pt w wieku 6—9 tygodni i 2 kon t
rolne króliki zdrowe w wieku 8 tygodni i 6 miesięcy. Cztery króliki cho
re przedstawiały klinicznie obraz ostrego postępującego przebiegu cho
roby pt z pełnym zespołem objawów neurologicznych tj. z silnymi drże
niami ciała i spastycznymi porażeniami kończyn, natomiast u 1 królika

*) Problem węzłowy 10.4.2.02.2
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uśpionego w wieku 9 tygodni stwierdzono kliniczną poprawę z cofnię
ciem się przejściowego niedowładu kończyn. U wszystkich królików drże
nia obserwowano od 10 i 11 dnia życia, początkowo w postaci kolebią
cych ruchów całego ciała a następnie zrytmizowanych grubofalistych 
drżeń głowy i tułowia, które utrzym ywały się do końca obserwacji. Nie
dowłady pojawiły się około 20 dnia życia w kończynach tylnych i na 
rastały szybko do stanu prawie całkowitego porażenia kończyn tylnych 
i zadu w 5—6 tygodniu życia przy współistnieniu mniej nasilonych nie
dowładów w kończynach przednich. U 2 królików obserwowano p rze 
wagę niedowładu prawostronnego. Po 2—3 tygodniach utrw alały  się 
spastyczne zniekształcenia w ułożeniu porażonych kończyn. Króliki usy
piano w okresie nasilenia niedowładów, począwszy od 6 tygodnia życia, 
przy czym uśpiono po 1 króliku w wieku 6, 7 i 9 tygodni oraz 2 króliki 
w wieku 8 tygodni. Badane króliki pochodziły z pokoleń Fu—F i4.

Zwierzęta uśmiercano w narkozie 4% wodzianem chloralu w ykonu
jąc perfuzję roztworem 3,9% aldehydu glutarowego w buforze fosfora
nowym wg Sörensena (pH 7,6), wprowadzonym przez aortę wstępującą 
pod ciśnieniem 100— 120 mm Hg. Po wyjęciu rdzenia pobierano w y
cinki istoty szarej i istoty białej z przekrojów poprzecznych rdzenia 
szyjnego i lędźwiowego, które przechowywano do następnego dnia w 
płynie perfuzyjnym  w temp. 4°C. Materiał przeznaczony do zatapiania 
płukano następnie w buforze fosforanowym i utrwalano dodatkowo 
przez 2—3 godz. w 1% lub 2% czterotlenku osmu, odwadniano w sze
regu stężeń etanolu i w tlenku propylenu, a następnie zatapiano w 
Eponie 812. Z bloczków eponowych krojono na ultramikrotomie Tesla 
skrawki półcienkie grubości ok. 1 ixm, które barwiono 1% błękitem to
luidyny i oglądano w mikroskopie świetlnym. Z wybranych bloczków 
krojono skrawki ultracienkie na ultramikrotomie LKB, które kon tras 
towano octanem uranylu i cytrynianem  ołowiu, a następnie oglądano 
w mikroskopie elektronowym JEM 7A i Tesla BS 500.

WYNIKI

Na skrawkach półcienkich z istoty białej, stwierdzono nierównomier
ną grubość osłonek mielinowych i niejednolitą ich s trukturę  nawet we 
włóknach tego samego kalibru (rye. 1, 2). Pogrubiałe osłonki mielinowe 
wykazywały pasmowate rozwarstwienie o zmniejszonej barwliwości 
i były nieregularnie pofałdowane, często widoczne były kule mielino
we. Przestrzenie pomiędzy włóknami były poszerzone i wypełnione cy- 
toplazmą przerosłych komórek astrogleju, lub niekiedy pustymi w aku- 
olami, zwiększona była również liczba oligodendrocytów z obfitą cyto- 
plazmą. W pojedynczych włóknach spostrzegano ciemną lub ziarnistą
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aksoplazmę. Ponadto spotykano pojedynczo duże bezosłonkowe twory 
sferoidalne o ziarnistej strukturze. W komórkach nerwowych istoty 
szarej rogów przednich i tylnych stwierdzono przejaśnienia cytoplazmy
i zubożenie substancji Nissla jak również przejaśnienie i rozrzedzenie 
cytoplazmy w wypustkach protoplazmatycznych tych komórek.

W rdzeniu kręgowym królików kontrolnych włókna nerwowe wyka
zywały regularną grubość i s truk turę  osłonek mielinowych. Komórki 
glejowe o bardziej skąpej cytoplazmie występowały mniej licznie.

W badaniu mikroskopowo-elektronowym materiału królików pt, od
chylenia w strukturze osłonek mielinowych były uchwytne już w prze
glądowym obrazie skrawków. Polegały one na występowaniu między 
blaszkami osłonki mielinowej pasmowatych wypustek cytoplazmatycz- 
nych, w których obecność licznych mikrotubul, rybosomów i innych 
organelli oraz gęstość elektronowa cytoplazmy były charakterystyczne 
dla wypustek oligodendrocytów. Szersze wypustki cytoplazmatyczne nie 
kiedy rozwarstwiały pierścieniowato całą osłonkę mielinową, niszcząc 
blaszkowatą strukturę  mieliny szczególnie w części zewnętrznej osłonki 
(ryc. 3). W innych osłonkach między rozszczepionymi liniami głównymi 
poszczególnych blaszek mielinowych występowały mniejsze izolowane 
wyspy cytoplazmy (ryc. 4). Przy wielu prawidłowo wykształcona/cli 
osłonkach mielinowych stwierdzono powiększenie mezaksonu zewnę
trznego (ryc. 3). W licznych włóknach ulegała powiększeniu przede wszy
stkim wypustka cytoplazmatyczna wew nętrzna otaczająca nieraz ob
wód aksonu niezależnie od uformowanego już mezaksonu wewnętrz
nego (ryc. 5). Osłonki mielinowe w tych włóknach były niedokształcone, 
składały się z kilku zaledwie współśrodkowych blaszek mielinowych
o rozluźnionym układzie, z poszerzoną odległością między liniami głów
nymi i bez wykształconych linii pośrednich oraz miejscami z całko
witą dezorganizacją układu blaszkowego.

Duża liczba aksonów, zwłaszcza mniejszego kalibru była niezmieli- 
nizowana. Niektóre z nich były otoczone podkowiastą wypustką cyto- 
plazmatyczną gleju mielinizacyjnego (tzw. alar process). Niekiedy me- 
zmielinizowane włókna były otoczone pojedynczą lub kilkakrotną w a r 
stwą wypustek astroglejowych (ryc. 6). W niektórych miejscach ob
serwowano znaczne rozsunięcie włókien zmielinizowanych i niezmie- 
linizowanych przez poszerzoną przestrzeń pozakomórkową, w której 
stwierdzano fragm enty cytoplazmy rozpadłych wypustek astrocytów, 
a szczególnie wolno leżące skupienia ziaren glikogenu (ryc. 6 i 7). Mię
dzy włóknami występowały też liczne wypustki astroglejowe o zacho
wanej strukturze, wypełnione gęsto gliofilamentami (ryc. 7). W wielu 
osłonkach zawierających liczne międzyblaszkowe wyspy cytoplazmy 
obserwowano bardziej nasilone zwyrodnienie ziarniste mieliny i obec-
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ność kul mielinowych (ryc. 8, 9). Zarówno we włóknach otoczonych 
prawidłowymi jak i zmienionymi osłonkami mielinowymi oraz w ak
sonach bezosłonkowych stwierdzono w aksoplazmie zmiany o różnym 
nasileniu. Wśród zmian aksonalnych przede wszystkim zwracało uwagę 
nagromadzenie w aksoplazmie dużej ilości organelli, a szczególnie licz
nych zmienionych mitochondriów i różnopostaciowych ciał gęstych. A k
sony takie otoczone były niekiedy osłonką mielinową wykazującą znacz
nego stopnia zmiany zwyrodnieniowe (ryc. 9). Często jednak osłonki 
mielinowe były prawidłowe lub wykazywały jedynie mniejsze lub w ięk
sze scieńczenie.

W większości włókien zmiany w aksoplazmie były niewielkie i po
legały na obecności zmienionych s truk tu r  pęcherzykowo-błoniastych 
siatki śródplazmatycznej gładkiej i pojedynczych ciał gęstych (ryc. 3—7), 
oraz ograniczonych ubytków neurofilamentów. Szczególnym typem 
zmian we włóknach osiowych, otoczonych przeważnie prawidłową os
łonką mielinową, było ograniczone powiększenie przyaksonalnej cyto- 
plazmy wypustki oligodendrocytu zawierającej nagromadzenie różno
rodnych ciał gęstych oraz elektronowo przeziernych wakuoli otoczo
nych podwójną błoną (ryc. 10). Widoczne niekiedy języczkowate wgło- 
bienia aksoplazmy do cytoplazmy glejowej wskazywały na pochodzenie 
tych wakuoli z części aksoplazmy całkowicie oddzielonych od aksonu 
ale otoczonych nadal aksolemmą i błoną glejową (ryc. 11). Dalsze zwy
rodnienie odsznurowanych fragmentów aksoplazmy prowadziło do two-

Ryc. 1. Włókna o nieregularnych osłonkach m ielinowych, w  centrum pola, osłon
ka znacznie pogrubiała i pasm owato rozwarstwiona. Skrawek półcienki. B łękit

toluidyny. Pow. 400 X 
Fig. 1. Irregular m yelin  sheaths, one in centre is markedly thickened and splitted. 

Sem ithin  section. Toluidine blue. X 400
Ryc. 2. Osłonki m ielinow e różnej grubości i barw liw ości wokół aksonów podob

nego kalibru. Skraw ek półcienki. B łękit toluidyny. Pow. 800 X 
Fig. 2. Myelin sheaths of fibres of similar size show  different thickness and 

staining. Semithin section. Toluidine blue. X 800
Ryc. 3. P ierścieniowate rozwarstwienie osłonki mielinowej przez okrążenie pasma  
cytoplazmy, której obraz jest podobny do cytoplazmy oligodendrocytu (x). W czę
ści zewnętrznej osłonki częściowa dezintegracja blaszek m ielinowych (strzałka).

O — oligodendrocyt, M — mezakson zewnętrzny. Pow. 24000 X 
Fig. 3. Annular splitting of m yelin  sheath by cytoplasmic rim which resembles 
oligodendrocyte cytoplasm (x). The outermost lam ellae of m yelin  sheath are par
tially disintegrated (arrow). О — oligodendrocyte, M — external mesaxon. X 24000
Ryc. 4. Izolowane w ysp y  cytoplazmy, zawierającej mikrotubule i mitochondrium, 
w ystępują w  części blaszek m ielinowych rozszczepionych na liniach głównych.

M — mezakson zewnętrzny. Pow. 81000 X 
Fig. 4. Isolated islets of cytoplasm containing microtubules and mitochondrium  
arise in the splitting of major dense lines of m yelin  sheath. M — external m e

saxon. X 81000
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rżenia się błoniastych i ziarnistych ciał gęstych w cytcplazmie wypust
ki glejowej. Stosunkowo rzadko spotykano aksony osłonkowe wykazu
jące zmiany charakterystyczne dla zwyrodnienia typu Wallera, a więc 
całkowity ziarnisty rozpad aksoplazmy z w tórnym  rozpadem osłonki 
mielincwej (ryc. 12). Rozpadowi włókien towarzyszyło występowanie 
komórek fagocytarnych zawierających w cytoplazmie elektronowo prze- 
zierne wakuole odpowiadające w ypłukanym  kroplom tłuszczu. Innym 
wreszcie dość rzadkim typem zmian aksonalnych były tzw. sferoidy 
czyli olbrzymie poszerzenia bezosłonkowych odcinków aksonów, w y 
pełnione masami zmienionych organelli i włókienek. Wśród nagroma
dzonych organelli prz-eważały nieprawidłowe postacie mitochondriów, 
pęcherzykowate lub obkurczone, elektronowo gęste profile siatki śród- 
plazmatycznej gładkiej oraz skupienia ziaren glikogenopodobnych (ryc. 
13). Neurofilamenty w większych powiększeniach wykazywały obraz ty 
powy dla zwyrodnienia włókienkowego (twisted neurofilaments), przy 
czym należy zaznaczyć, że w innych odcinkach neuronu nie obserwo
wano tego typu nieprawidłowości.

Zmiany w zakończeniach synaptycznych, w dendrytach i w części 
perikarialnej neuronów były mniej różnorodne niż w wypustkach osio
wych. Polegały one przede wszystkim r.a zróżnicowanym zubożeniu 
organelli i przejaśnieniu cytoplazmy. W zakończeniach synaptycznych 
obserwowano niejednolite poszerzenie pęcherzyków synaptycznych
i niekiedy zmniejszenie ich liczby, nie spotykano natomiast zmian o ty 
pie tzw. zwyrodnienia gęstego, charakterystycznego dla zwyrodnienia 
aksonów typu Wallera. W dendrytach znaczne nasilenie zmian wystę
powało w obrzmiałych i poszerzonych odcinkach, w których stwierdza-

Ryc. 5. Powiększenie w ypustki cytoplazmatycznej wewnętrznej między aksonem  
a osłonką mielinową w  obu włóknach. Osłonka cieńsza składa się z kilku rozluź
nionych zwojów blaszek m ielinowych, częściowo ulegających rozpadowi. Posze
rzona przestrzeń pozakomórkowa, drobne aksony bezosłonkowe (A) i wypustki 

astrocytów w ypełn ione gliofibrylami (F). Pow. 34000 X 
Fig. 5. Enlarged inner loop in two fibres. Thinner sheath contains only a few  
distorted myelin lamellae, in part disintegrated. Enlarged extracellular space, 
small unmyelinated axons (A), and astroglial cell processes filled with gliofila-

ments (F). X 34000
Ryc. 6. Drobny akson otoczony dwiema wypustkam i: bezpośrednio wokół aksonu 
typowa wypustka komórki mielinizacyjnej tzw. alar process, zewnętrznie w y 
pustka astrocytu z przerwaną błoną komórkową w ykazuje łączność z poszerzoną 
przestrzenią pozakomórkową zawierającą skupienia glikogenu (strzałka). We w łók 
nie zmielinizowanym ograniczone przejaśnienia aksoplazmy i struktura mielino-

podobna. Pow. 32700 X 
Fig. 6'. A small axon surrounded with two processes; directly around the axon an 
alar process of myelinating cell and outside an astroglial cell process w ith  a m em 
brane disruption shows apparent continuity w ith enlarged extracellular space  
containing clusters of glycogen granules (arrow). In the axoplasm  of myelinated  

fibre focal clearings and m yelin -like  structure. X 32700
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Ryc. 7. Między zmielinizowanymi w łóknam i liczne w ypustki astrocytów w łók n i
stych wypełnione włókienkami glejow ym i (F) oraz fragm enty cytoplazmy i ziarna 
glikogenu w  poszerzonej przestrzeni pozakomórkowej (strzałki). Średniego kalibru  
akson bezosłonkowy (A), częściowo otoczony przez w ypustkę oligodendrocytu, 
wykazuje wyraźne zmiany w  aksoplazmie. N — jądro astrocytu. Pow. 13900 X

Fig. 7. Betw een myelinated axons, numerous fibrous astrocyte processes filled  
with gliofilaments (F). The cytoplasmic fragments and glycogen granules in an 
enlarged extracellular space (arrow). An unmyelinated m edium -sized  axon (A), 
partially surrounded by oligodendroglial cell process, show s axoplasm ic changes.

N — astrocyte nucleus. X 13900
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no elektronowo przezierne przejaśnienia cytoplazmy, zanik organelli, 
fragm enty błon i resztki rozpadłych m ikrotubul oraz obecność wakuoli 
otoczonych pogrubiałymi lub „rozm ytym i” konturam i błon (ryc. 14). 
Obok dendrytów zmienionych w ten sposób często obserwowano rów
nież tzw. dendryty  ciemne z zagęszczeniem cytoplazmy i nagromadze
niem mikrotubul.

W części perikarialnej neuronów stwierdzano zmiany odpowiadające 
lekkiej lub średnio nasilonej chromatolizie w postaci rozfragmentowa- 
nia, rozproszenia i zaniku szorstkiej siatki śródplazmatycznej i zwięk
szenia ilości wolnych skupień rybosomów. Zubożeniu szorstkiej siatki 
śródplazmatycznej towarzyszyło powiększenie i rozrost s truk tu r  zespołu 
Golgiego, a szczególnie jego elementów pęcherzykowych oraz występo
wanie dość licznych ciał wielopęcherzykowych i ciał lizosomalnych. 
Obserwowano również wzrost liczby drobnych mitochondriów z zagęsz
czoną macierzą (ryc. 15, 16). W rogach ty lnych widoczne były ponadto 
neurony o jasnych perikariach wykazujących zubożenie organelli cy- 
toplazmatycznych i rozrzedzenie chrom atyny jądrowej.

Astrocyty poza wspomnianymi już zmianami w wypustkach, wyka
zywały powiększenie i obrzmienie cytoplazmy również w części peri
karialnej, a ponadto pomnożenie gliofilamentów wnikających do w y 
pustek.

Oligodendrocyty charakteryzowały się również obfitą cytoplazmą
o średniej gęstości elektronowej, zawierającą liczne rybosomy i mikro- 
tubule oraz dobrze rozbudowany aparat Golgiego (ryc. 3).

OMÓWIENIE

W przedstawionych wynikach badań zwraca uwagę różnorodność 
zmian u ltrastruktura lnych  we włóknach nerwowych istoty białej i to 
zarówno w aksonach jak i osłonkach mielinowych. W istocie szarej rdze
nia występują bardziej jednolite zmiany w perikarionach komórek 
nerwowych, dendrytach i zakończeniach synaptycznych, przy czym 
ogólnie ich nasilenie wydaje się mniejsze niż zmian we włóknach isto
ty  białej.

Nieprawidłowości w strukturze osłonek mielinowych przypominają 
obraz mieliny niedojrzałej w okresie trwającej mielinizacji włókien (Sa- 
morajski, Friede 1968). Zakończenie okresu mielinizacji u królika nie 
jest w piśmiennictwie ściśle określone z powodu braku  odpowiednich 
badań. W materiale własnym królików kontrolnych, w wieku 8 tygodni 
stwierdzono w mikroskopie świetlnym pełną mielinizację rdzenia, co 
zgodne jest z badaniami Dekabana (1956) stwierdzającymi zakończenie 
przyrostu mieliny w tylnych powrózkach rdzenia królika już od 40 
dnia życia. Obecność niedokształconych osłonek mielinowych zawiera-
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jących zaledwie kilka zwojów blaszek mielinowych o rozluźnionym 
układzie, a nawet spotykane zupełnie wstępne stadia mielinizacji akso
nów w postaci tzw. aler process u królików 8 i 9 tygodniowych, wska
zują na przedłużony lub niedostateczny proces mielinizacji. Podobne 
zmiany określone jako ,,hypomie!inizacja” opisano u mysich mutantów 
Quaking i Jim py (Samorajski i wsp. 1970; Berger 1971). Zaburzenia 
syntezy lipidów i obecność w cytoplazmie oHgodendrocytów wtrętów li
pidowych i błoniastych wakuoli przemawiają u nich za procesem dys- 
mielinizacyjnym zależnym od uszkodzenia oligodendrogleju (Watanabe, 
Bingle 1972; Meier i wsp. 1974). Analogicznych zmian w oligodendro
gleju nie stwierdzono w dotychczas badanym  materiale królików pt. 
Obserwowane ogólne zwiększenie ilości oligodendrocytów z obfitą cy- 
toplazmą o średniej gęstości elektronowej zawierającą liczne rybosomy, 
mikrotubule i przerosły aparat Golgiego, charakterystyczne jest dla 
oligodendrocytów mielinizacyjnych (Vaughn 1969). Zanikanie tych po
staci komórkowych u zdrowych królików w dość późno mielinizującym 
się spoidle wielkim stwierdzono w mikroskopie świetlnym przed 56 
dniem życia (Robain 1970).

Występowanie między blaszkami osłonki mielinowej licznych wy
pustek cytoplazmatycznych oligodendrocytów, nierzadko zawierających 
liczne organelle komórkowe, opisywano w przewlekłych stanach po róż
nych doświadczalnych uszkodzeniach ośrodkowego układu nerwowego 
trak tu jąc  je jako wyraz procesów reparacyjnych wiążących się z re- 
mielinizacją włókien (Kirano 1972).

W naszych badaniach wykazano jednak, że obecność cytoplazmy w 
osłonkach mielinowych powoduje nie tylko rozszczepienie linii głów
nych blaszek mielinowych ale znacznie cięższe zaburzenia blaszkowatej 
s truk tu ry  i rozpad ziarnisty mieliny z tworzeniem kul mielinowych w 
prawidłowo ukształtowanych osłonkach. Uszkodzenie ciągłości zewnętrz
nych warstw osłonki mielinowej może również prowadzić do postępu
jącej odcinkowej demielinizacji aksonu.

Ryc. 8. Ziarnisty rozpad mieliny w  postaci zwyrodnieniowej kuli wewnątrz osłon
ki mielinowej. Pow. 19600 X 

Fig. 8. Degenerated m yelin  ball inside the myelin  sheath. X 19600
Ryc. 9. W aksoplazmie włókna nagromadzenie licznych ciał gęstych i zmienio
nych mitochondriów. W osłonce mielinowej zatarcie struktury blaszkowatej i obe
cność wąskich pasm cytoplazmy łączących się z masą zwyrodniałej mieliny (strzał

ki). Pow. 22500 X
Fig. 9. Fibre with accumulated several types of dense bodies and abnormal m ito
chondria in the axoplasm. In the m yelin  sheath disintegrated lammellar structu
re and the presence of cytoplasmic rims linked with degenerated myelin (arrows).

X 22500
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Trudno jednoznacznie przesądzić, czy stwierdzane zmiany w osłon
kach mielinowych u królika pt oznaczają zaburzenie w utrzymaniu in
tegralności mieliny przez niepełnowartościowe komórki oligodendrogle- 
ju czy też reakcja komórek skąpowypustkowych i uszkodzenie mieliny 
są wtórne do zmian w aksoplazmie czy wreszcie oba procesy nakładają 
się na siebie. W piśmiennictwie nie ma ustalonego poglądu na rolę ko
mórek oligodendrogleju w procesie wtórnych demielinizacji. Na ogół 
panuje przekonanie, że komórki te nie uczestniczą w procesie rozpadu 
mieliny, wtórnym  do zwyrodnienia aksonu (Vaughn, Pease 1970), cho
ciaż niektórzy autorzy obserwowali powiększenie wypustek cytoplazma- 
tycznych oligodendrocytów w osłonkach mielinowych ulegających zwy
rodnieniu wtórnemu i przypisują oligodendrocytom czynność fagocy- 
tarną w przebiegu tego procesu (Cook, Wiśniewski 1973). Wydaje się, 
że w przeciwieństwie do nerwów obwodowych, w których aktywny 
udział komórek Schwanna w rozpadzie i fagocytozie mieliny w zwy
rodnieniu Wallera został potwierdzony badaniami Bliimcke i Niedorfa 
(1966) oraz Ballina i Thomasa (1969), zagadnienie mechanizmu demieli
nizacji wtórnej we włóknach OUN jest jeszcze niedostatecznie poznane, 
zwłaszcza w wolno postępujących procesach zwyrodnienia aksonu. Spen
cer i Thomas (1974) wykazali, że komórki oligodendrogleju, podobnie 
do komórek Schwanna, wykazują zdolność selektywnej fagocytozy w 
niewielkich i wczesnych zmianach aksonalnych w przebiegu wstępu
jącego zwyrodnienia włókien. Stwierdzane w naszym materiale powięk
szenie przyaksonalnej cytoplazmy komórki skąpowypustkowej z obec
nością ciał gęstych i oddzielonych części aksoplazmy odpowiada dokład
nie procesowi sekwestracji i fagocytozy zmienionej aksoplazmy przez

Ryc. 10. Powiększona przyaksonalna część cytoplazmy w ypustki oligodendrocytu  
zawiera ciała gęste  i elektronowo przezierne w akuole otoczone podwójną błoną

(strzałka). Pow. 20470 X 
Fig. 10. Sw ollen  cytoplasm of periaxonal oligodendroglial cell contains dense bo
dies and electronlucent vacuoles surrounded w ith two membranes (arrow). X 20470 
Ryc. 11. W powiększonej przyaksonalnej cytoplazmie oligodendrocytu wydłużone  
w głobienie aksoplazmy (strzałka) i elektronowo przezierne pola oddzielonej akso
plazmy (x) oraz ciała gęste. Części wgłobionej i oddzielonej aksoplazmy otacza 

aksolemma i błona glejowa. Pow. 21300 X 
Fig. 11. In enlarged cytoplasm of periaxonal oligodendroglial cell elongated inva
gination of axoplasm (arrow) and electronlucent areas of sequestered axoplasm  
(x) as w ell as dense bodies. Portions of invaginated and sequestered axoplasm  

are surrounded w ith  axolem m a and glia l membrane. X 21300
Ryc. 12. Ziarnisty rozpad aksoplazmy, zatarcie struktury i pofałdowanie osłonki 
mielinowej, obok fragment cytoplazmy komórki fagocytarnej z kroplami tłusz

czu (L). Pow. 28800 X 
Fig. 12. Granular disintegration of axoplasm and blurred structure of myelin  
sheath. A part of phagocytic cell cytoplasm containing lipid droplets (L). X 28800

http://rcin.org.pl



32 A. Taraszewska Nr 1

http://rcin.org.pl



Nr 1 Ultrastruktur a oun u królika pt 33

komórkę oligodendrocytu. Obecność tego typu zmian stanowi wg Spen
cera i Thomasa (1974) czuły wskaźnik wczesnych zmian aksonalnych 
w procesie występującego zwyrodnienia aksonu lub w przebiegu zabu
rzeń metabolicznych wywołujących tzw. dying-back process.

Najczęściej obserwowane w naszym materiale zmiany w aksonach 
polegały na występowaniu przeważnie niewielkiej ilości zmienionych 
organelli lub na ograniczonych zmianach rozpływnych w aksoplazmie. 
W części włókien spotykano jednak zaawansowane już zmiany zwyrod
nieniowe w postaci bądź to nagromadzenia dużej ilości patologicznie 
zmienionych organelli bądź całkowitego rozpadu aksonu. Zmiany te od
powiadają zarówno klasycznym obrazom zwyrodnienia Wallera (Vial
1958) jak i tzw. aksonom degeneracyjnym lub reaktywnym  wg. Lam- 
perta (1967).

Współistnienie różnych postaci zmian aksonalnych może być in ter 
pretowane jako wyraz różnych sekwencji czasowych i przestrzennych 
procesu zwyrodnieniowego wypustki osiowej. W postępującym proce
sie chorobowym dochodzić może do nieodwracalnych uszkodzeń akso
nów włącznie z przerwaniem ciągłości włókien i w dalszej konsekwencji 
do rozwoju wstępującego zwyrodnienia neuronów i zwyrodnienia W al
lera, dając bogactwo i różnorodność nakładających się zmian ultrastruk- 
turalnych.

Wieloogniskowość uszkodzeń aksonu jest charakterystyczna dla nie
których doświadczalnych neuropatii toksycznych i metabolicznych, vv 
których zwyrodnienie włókna osiowego (tzw. dying-back process) ma 
być następstwem niewydolności metabolicznej neuronu (Schoental, Ca- 
vanagh 1977).

U królika pt stanowiącego model doświadczalny naturalnie rozwija
jącej się choroby zwyrodnieniowej na podłożu genetycznie uwarunko
wanych zaburzeń metabolicznych, uszkodzenie neuronu nie ogranicza 
się jedynie do zmian w wypustkach osiowych, lecz obejmuje również 
dendryty i część perikarialną neuronu.

Ryc. 13. Bardzo znacznie poszerzony akson bezosłonkowy zawiera nagromadzenie 
neurofilamentów, liczne zmienione mitochondria, struktury błoniaste siatki sród- 
plazmatycznej gładkiej oraz skupienia ziaren glikogenopodobnych. Pow. 24000 X 
Fig. 13. A marked enlargement of an unm yelinated axon filled w ith numerous 
neurofilaments, changed mitochondria, membranous profiles of smooth endopla- 

smatic reticulum and clusters of glycogen-like particles. X 24000
Ryc. 14. Obrzmiały dendryt z elektronowo przezierną cytoplazmą zawierającą  
fragmenty rozpadłych mikrotubul, struktury w akuolarno-błoniaste i ziarna gli-

kogenopodobne. Pow. 26000 X 
Fig. 14. A sw ollen  dendrite w ith electron-lucent cytoplasm shows disrupted  
fragments of microtubules, vacuolar-m em branous structures and glycogen-like

particles. X 26000
N e u r o p a t o l o g i a  P o l s k a  — 3
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Jeśli chodzi o komórki astrogleju, stanowią one podłoże rozwijają
cych się zmian obrzękowych, jednak udział ich w procesie patologicz
nym  wydaje się wtórny. Przemawia za tym  hypertroficzna reakcja 
astrocytów ze znacznym wzrostem gliofilamentów jak również charak
ter zmian we włóknach nerwowych wyraźnie różniących się od zmian 
występujących w doświadczalnych lub naturalnych gliopatiach (Schnei
der, Cervos-Navarro 1974; Gambetti i wsp. 1969). Dalsze badania ośrod
kowego układu nerwowego królików pt zarówno we wcześniejszych jak 
i późniejszych okresach rozwoju choroby pozwolą na dokładniejszą 
in terpretację sekwencji procesu chorobowego. Nie precyzując ostatecz
nie wzajemnych powiązań zmian obserwowanych w badanym m ate
riale, można stwierdzić, że:

1. W istocie białej rdzenia królików pt w ostrym okresie choroby 
zmiany zwyrodnieniowe mieliny i aksonów rozwijają się równolegle.

2. Zmiany w osłonkach mielinowych łączą się z opóźnionym i nie
dostatecznym procesem mielinizacji włókien osiowych, znacznie rza
dziej natomiast są następstwem klasycznego zwyrodnienia typu Wallera.

3. Różne typy zmian w aksonach mogą stanowić odpowiednik wielo- 
ogniskowego uszkodzenia wypustki osiowej w postępującym procesie 
zwyrodnienia neuronu.

А. Тарашевска

УЛЬТРАСТРУКТУРНЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ У КРОЛИ КА PT 
В СИМПТОМАТИЧЕСКОМ ПЕРИОДЕ БОЛЕЗНИ

Р е з ю м е

Исследованы ультраструктурные изменения в спинном мозгу кролика pt 
в остром периоде болезни с особым учетом миелиновых оболочек и осевых  
волокон белого вещества. Исследования произведены на 5 кроликах pt в воз
расте 6—9 недель с клиническими симптомами в виде характерных дрожаний  
и усиленных спастических парезов, а такж е на двух здоровых контрольных  
кроликах.

К у с .  15. Część perikarialna komórki nerw owej rogu przedniego Fragmentacja  
oraz zanik siatki śródplazmatycznej szorstkiej, zw iększenie ilości wolnych rozet 
rybosomów. Mitochondria drobne o zagęszczonej macierzy. Aparat Golgiego dobrze

rozwinięty. Pow. 11600 X 
Fig. 15. Perikaryon of anterior horn nerve cell. Fragmentation and diminution  
of the rough endoplasmic reticulum, increased free ribosome rosettes. Small m i
tochondria with condensed matrix. Well developed Golgi apparatus. X 11600
Rye. 16. Część perikarialna komórki nerwowej rogu tylnego. Zanik siatki śród
plazmatycznej szorstkiej i rozproszenie polirybosomów. Powiększenie aparatu 
Golgiego, zwłaszcza jego części pęcherzykowej. MB — ciało w ielopęcherzykowo,

L — lizosomy. Pow. 9300 X 
Fig. 16. Perikaryon of the anterior horn nerve cell. Depleted ER and scattered  
polyribosomes. Abundant Golgi apparatus, particularly its vesicular part. MB — 

multivesicular body, L — lysosomes. X 9300
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Изменения в нервных волокнах заключались в повреждении миелиновых  
оболочек или аксоплазмы, р еж е — в повреждении целого волокна типа деге
нерации Валлера. Во многих осевых волокнах установлена запаздывающая  
или неполная миелинизация. Дегенеративные изменения миелина происходили  
главным образом в расслоенных оболочках, содерж ащ их увеличенные цито
плазматические отростки олигодендроцитов. В аксонах чаще всего наблюдалось  
небольшое или ограниченное повреждение аксоплазмы, иногда выборочная 
секвестрация и фагоцитоз измененных органелл или частей аксоплазмы при- 
аксональной цитоплазмой клетки оболочки. В части волокон появляли далеко 
зашедшие дегенеративные изменения в виде накопления в аксоплазме много
численных патологически измененных органелл или полного распада аксона 
типа дегенерации Валлера.

Разнообразие аксональных изменений интерпретируется как различные се
квенции многоочагового повреждения осевого отростка в прогрессирующем  
процессе дегенерации нейрона.

A. Taraszewska

ULTRASTRUCTURAL CHANGES IN THE SPINAL CORD OF PT RABBIT  
IN THE SYMPTOMATIC PERIOD OF THE DISEASE

S u m m a r y

Ultrastructural changes in the spinal cord of pt rabbit in the acute phase  
of the disease were studied, with a special consideration of myelin sheaths and 
axons of the white matter. The studies were performed on 5 pt rabbits in the 
age of 6—9 weeks, with clinical symptoms in the form of typical tremor and 
intensified spastic paresis, and on 2 control rabbits.

Changes in nerve fibres consisted in an injury of m yelin  sheaths or axo-  
plasm and less frequently in a damage of the w hole fibre of Wallerian d egene
ration type. Numerous axons showed delayed or incom plete myelination. D ege
nerative changes of m yelin  mostly appeared in delaminated sheaths containing  
enlarged cytoplasmic processes of oligodendrocytes. The changes in axons most 
frequently included minute or limited axoplasmic lesion and in some cases se lec 
t ive sequestration and phagocytosis of altered organelles or of a part of axoplasm  
by periaxonal cytoplasm of the sheath cell. In a number of fibres advanced d e
generative changes appeared in the form of accumulation in axoplasm of nu m e
rous pathologically changed organelles or complete degradation of axon of W alle
rian degeneration type.

The different forms of axonal changes were interpreted to represent d iffe
rent sequences of multifocal axonal injury accompanying progressing neuronal 
degeneration.
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Głównymi tematami Sympozjum będą:
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— choroby metaboliczne układu nerwowego u dzieci,
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Adres Komitetu Organizacyjnego:

A. Mattyus, M. D.
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SOME PROBLEMS OF THE DEVELOPMEN AND AGING 
OF NERVOUS SYSTEM

I. SPINAL CORD IN THE 2ND HALF OF FETAL LIFE 
AND EARLY INFANCY*)

Department of Neurology, Medical School, Warsaw  
Head of Department: Prof. I. Hausm anow a-Petrusew icz, M.D.

Myelination is the most important phenomenon occurring in the spi
nal cord in the 2nd half of fetal life. Studies on the myelination of hu 
man nervous system appeared at the end of 19th century. In 1894 and 
1903 Flechsig found that the first myelinated fibres appear in the spinal 
cord and that the process progresses towards the medulla, pons and me
sencephalon. The cortex is the last to become myelinated: the projecti
ve centers are myelinated at the beginning, the associative ones — at 
the end. Flechsig believed that the projection tracts myelinate before 
the associative ones, the sensory tracts before the motor ones, the peri
pheral nerves before the central tracts.

The works of Flechsig were followed by reports concerning myelina 
tion in the fetal period and early infancy (Monakow 1900, 1910), in 
which the role of vascularization of various parts of the brain as the 
most important factor in myelination was emphasized.

In the 1930 and later several papers reviewed the information about 
certain stages of myelination of the central and peripheral nervous sy
stem in humans (Keene, Hewer 1931; Langworthy 1932a, 1933). They 
brought more precise data on myelination of various parts of the brain, 
ascending and descending tracts as well as cranial nerves, and revealed 
that myelination of motor cranial nerves occurs earlier than that of 
sensory ones, and it is also earlier in anterior than in posterior roots 
(Langworthy 1932a, b, 1933; Larroche 1962, 1965). Later on reports on

*) The work was financed by Polish Academ y of Sciences, Grant nr 10.4.2.02
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the histoenzymatic m aturation of the central nervous system appeared 
(Farkas-Bargeton, Thieffry 1967). The studies of myelination in cat, 
opossum and rat (Langworthy 1932b; Jacobson 1963) indicate that it 
occurs similarly in all mammals: the structures phylogenetically older 
become myelinated earlier, and myelination process proceeds according 
to the principle true for all vertebrates: in the centripetal—centrifu
gal and cranio-caudal directions.

The u ltrastructural studies of fetuses and newborn animals shed 
light on myelination based on the study of optic nerve, spinal pyrami
dal tract, the white m atter of hemispheres and corpus callosum. Oligo- 
dendroglial cells are responsible for the formation of myelin in the 
central nervous system (Luse 1956; Peters 1960). As revealed by 3H- 
thymidine studies in rats the myelination of pyram idal tract is prece
ded by rapid proliferation of glial cells, called myelination gliosis 
(Schonbach et al., 1968). Similar data were obtained studying the pyra 
midal tract and the white m atter  of cerebral hemispheres in humans 
(Friede 1961). Myelination gliosis results in a considerable increase of 
the number of glial cells per 1 axon, although the 1 : 1 ratio found in 
the peripheral nervous system (Peters, Muir 1962) is not achieved (Sa- 
morajski, Friede 1968). Thus, one oligodendroglial cells is supposed to 
produce myelin in few internodes or even in numerous axons (Peters 
1962). Myelin is possibly formed in all these parts of oligodendrocytic 
cytoplasm which adhere to the axon (Hirano, Dembitzer 1967). Rapid 
increase in the diameter of axon, up to 0.3 м л п ,  seems to be the stimulus 
for myelination (Matthews 1968). This is the diameter of smallest my
elinated, frequently mature, fibres in the central nervous system.

There is only fragm entary  information on the myelination of h u 
man spinal cord in ontogenesis. This causes difficulties in the morpho
logical evaluation of pediatric cases and justifies the present attem pt to 
evaluate myelination in various periods of development of man.

MATERIAL AND METHOD

The material consisted of 6 human fetuses (E) aged from 16 — 17 up 
to 34 weeks and 6 infants (N) aged from 1 day to 3 years (Table 1).

The spinal cord was taken from fetuses 1.5—3 hours after death, 
from other cases after 9—28 hours. It was fixed in 10% calcium for
malin for 7— 10 days. The lower half of C8 and Thi as well as a part 
of the lumbo-sacral segment were taken for fu rther  studies. Sections 
of paraffin-embedded material were stained by the K lüver-Barrera 
method.
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Table 1. 
Tabela 1.

Material

Material

No
Lp.

Number of case 
Nr przypadku Age — Wiek Clinical diagnosis 

Rozpoznanie kliniczne

1 E 1 16 T 17 weeks
tyg-

Fetal cases 
Przypadki płodowe

2 E 8 18 weeks
tyg-

3 E 2 20 weeks
tyg-

Interruption of pregnancy for medical or 
social reasons

4 E 4 25 weeks
tyg-

Przerwanie ciąży ze wskazań lekarskich 
lub społecznych

5 E 10 . 27 weeks
tyg-

6 E 5 34 weeks
tyg-

7 N 1 1 day
doba

Diseases not pertaining to the nervous
system

8 N  3 10 days
dni

Choroby nie dotyczące układu nerwowego

9 N  4 1 month
mies.

10 N  2 3 months
mies.

11 N 8 8 months
mies.

12 N 6 3 years
lata

RESULTS AND DISCUSSION

The results are presented in Table 2.
The posterior horn of spinal cord of a 16— 17-week fetus (Fig. 1) 

shows a high number of cells with scanty cytoplasm; their nuclei are 
polymorphous, of variable size, clear, vesicular or darkly staining, with 
present nucleoli. These cells are still undifferentiated. In the contrary, 
the motor cells of the anterior horn are already differentiated, contain 
tigroid and form distinct groups (Fig. 2). This indicates not simultane
ous differentiation of motor and sensory cells.

Analogous observations of hum an material concern the Westphal-Ed- 
dinger nucleus (Dwight-Hogg 1966). In the 15.5th week of fetal life 
numerous cells of this nucleus are still undifferentiated while move
ments of the eyeballs after stimulation of eyelid can be elicited 
which suggests differentiation of motor cells in the nucleus of the ocu
lomotor nerve being completed already in the 12th week (Humprey 
1964). It is known that in the 15— 16th week of fetal life the brain 
stem shows numerous, well formed motor nuclei of cranial nerves con-
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Table 2. Appearance of the first fibres undergoing myelination of the cervical and lumbo-sacral 
parts of the spinal cord (in weeks of fetal age.)

Tabela 2. Pojawienie się pierwszych mielinizujących się włókien w odcinku szyjnym i lędźwio
wo krzyżowym rdzenia kręgowego (w tygodniach życia płodowego)

Anatomical structurée 
Struktury anatomiczne

C8 —  T ht segment 
Odcinek C8 —  T ht

Lumbo-sacral part 
Odcinek lędźwiowo- 

krzyżowy

Fasciculus gracilis 27 ? (27— 34)
Fasciculus cuneatus 20
Tractus spinocerebellaris posterior 27
Tractus spinocerebellaris anterior 27 34
Tractus epinothalamicus 17 34
Tractus olivospinalis 27 34
Tractus vestibulospinalis 27 34
Tractus tectospinalis ? (27— 34) 34
Tractus rubrospinalis 34 — 1 day after birth (1 day after birth)

34 — 1 doba życia (1 doba życia)
Tractus corticospinalis lateralis (1 month after birth) (3 months after birth)

(1 mies. po urodzeniu) (3 mies. po urodzeniu)
Tractus corticospinalis anterior 34
Cornu posterius 27 ? (27— 34)
Cornu anterius 18 20
Commisura anterior 25 34
Fasciculus medialis radici dors 18 20

sisting of almost mature cells. In the chicken the motor cells of ante 
rior horn differentiate earlier than those of the posterior one (Fujita 
1964). In mouse, the neuroblasts migrate to the lower oliva earlier than 
to the nucleus raphe pallidus (Taber Pierce 1966). In mouse and rat 
a large proportion of the cells of cerebellar and hippocampal granular 
layer are formed after the birth  (Altman 1965, 1966; Altman 1966; Fuji
ta et al., 1966; Fujita 1967).

These data concerning both humans and animals indicate earlier de
velopment of larger cells with long projection fibres in relation to 
smaller cells (Hinds 1968). This is true for various regions of the cen
tral nervous system as well as for the motor and sensory cells. The 
cells of the hum an spinal cord seem to develop according to this pr in 
ciple.

Small granular cells, formed after birth  of the animal are believed 
(Altman, Das 1965; Altman 1966) to play the role of intercalated asso
ciative neurons. They may be plastic elements important for the a d ap 
tation of animals to external conditions.

The earliest myelination occurs in the cervical segment (Figs 3, 4) in 
the medial bundle of the posterior root and the fibres running from the 
anterior horn to the anterior root (18th week), and later in Burdach's 
tract (Fig. 5) which conducts the proprioceptive stimuli from upper ex
tremities (20th week; Table 2). Two weeks later (20th week), but in the 
same sequence, myelination appears in the fibres running from the an
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terior horn and medial bundle of the posterior horn in the lumbo-sa- 
cral segment. We are unable to answer when the myelination of Goll’s 
tract in the lumbo-sacral segment begins. In the 27th week myelinated 
fibres can be found in this tract in the cervical segment (Figs 8, 9), but 
between the 20—27th weeks the Goll’s tract in the lumbar segment 
shows only numerous cells of myelination glia. Fairly numerous mye
linating fibres are found in the 34th week. The myelination of Goll’s 
tract in the lumbo-sacral segment is most probably delayed by some 
weeks, as compared with cervical region.

The anterior spino-cerebellar and spino-thalamic tracts become mye
linated probably about 7 weeks earlier in the cervical segment (Fig. 10) 
than in the lumbo-sacral one. These data confirm the cranio-caudal di
rection of development. The anterior commissure of the spinal cord 
(Fig. 7). which contains numerous fibres of the spino-thalamic tract 
starts to myelinate slightly earlier (2 weeks) than the spino-thalamic 
tract in the lateral funiculi. This is compatible with the opinion, that 
myelination begins from the cell perikaryon (Strong 1906).

Phylogenetically old descending tracts begin to myelinate about the 
27th week (Fig. 10). The rubrospinal trac t is an exception since in it 
according to our material as well as that of Langworthy (1932a) the 
myelinating fibres appear only on 1st day of extrauterine life. Tridon 
(1959) and Larroche (1965) report that this tract is myelinated in the 
32nd week of fetal life. The m ajority of its fibres can be connected 
with the phylogenetically younger small-cell portion of nucleus ruber 
(Poliakow 1960).

According to the literature  data myelination of the anterior pyra 
midal tract can occur on the 40th day of fetal life (Larroche 1965) or 
in the second month after birth (Langworthy 1932a). These data indi
cate earlier myelination of this tract than that of the lateral pyramidal 
tract. The same is true in our material. In the anterior pyramidal tract 
the myelination glia appears in the 27th week of fetal life (Fig. 6), w he
reas the first still very few myelinated fibres in the 34th week of fetal 
life (Fig. 11). In cases aged 1 day and 1 month this tract does not almost 
differ from the other ones (Figs 12, 13), and in the case aged 8 months 
it reaches the stage of myelination of phylogenetically older tracts 
(Fig. 14). In the same cases the lateral pyramidal tract is much less 
myelinated.

The myelination of a nerve fibre begins when the nerve cell itself 
is already mature. It is thus possible that the anterior pyramidal tract 
comprises the axons of cells which m ature  earlier in the ontogeny. Eit
her the pyramidal cells of layer V which m ature in the last period of 
intrauterine life (Poliakow 1960; Larroche 1965) or the phylogenetically
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Fig. 1. Case E 1, 16— 17th week, Thj. Highly cellular posterior horn. Klüver-
-Barrera. X 135.

Rye. 1. E 1, 16— 17 tyg. Thi. Bogatokomórkowy róg tylny. Klüver-Barrera. Pow
135 X
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older and earlier m aturing cells of subcortical structures (Larroche 
1962) could be the cells of origin of this tract. The myelination of the 
lateral pyramidal tract, extending long after birth, makes evident its 
connection with the so-called superficial cortical zone comprising layer 
III, developing intensively within several months of postnatal life (Po- 
liakow 1949). Advanced myelination of this tract at the level of tli3 
internal capsule can be observed in the 6th month of life, and advanced 
myelination of the entire  frontal lobe in the 18th month (Dekaban
1959).

The comparison of our data with those of other authors confirms a 
known fact of earliest myelination of the afferent tracts in the hum an 
spinal cord (Flechsig 1894; Langworthy 1932a; Dekaban 1959; Tridon 
1959; Larroche 1965). It is believed (Langworthy 1932b) that in the 
uterine cavity all sensory endings except of the visual and olfactory 
ones can be adequately stimulated. The visual tract begins to myelina
te in the last weeks of fetal life, and the olfactory one only after birth 
(Langworthy 1932a; Larroche 1965).

Our material confirms also the data about earlier myelination of the 
efferent portion of the reflex arch. Fine myelin sheath was found in 
the fibres running from the anterior horn to the anterior root in the 
18th week of fetal life (Fig. 4). The motor cells of the anterior horn  in

Fig. 2. Case E 1, 16— 17th week, T ht. Retropostero-lateral group of motor cells.
Klüver-Barrera. X 270 

Rye. 2. E l ,  16— 17 tyg. Thi. Grupa zatylno-boczna komórek ruchowych. Klüver -
-Barrera. Pow. 270 X

Fig. 3. Case E 8, 18th week, C8. Early m yelination of the medial bundle of ascen
ding fibres in the posterior root. K lüver-Barrera. X 270 

Rye. 3. E 8, 18 tyg. C8. Początek n.ielinizacji w iązki przyśrodkowej w łók ien  w stę 
pujących korzenia tylnego. Klüver-Barrera. Pow. 270 X

Fig. 4. Case E 8, 18th week, C8. Faint m yelination of fibres in the anterior horn 
and of those running to the anterior root. Klüver-Barrera. X 135 

Rye. 4. E 8, 18 tyg. Cg. Delikatna mielinizacja w łókien w  rogu przednim oraz 
biegnących do korzenia przedniego. Klüver-Barrera. Pow. 135 X

Fig. 5. Case E 2, 20th w eek, T ht. Myelination gliosis more pronounced in Bur- 
dach’s than in Goll’s tract. Variable size and shape of the nuclei of myelination  

glia in Burdach’s tract. K lüver-Barrera. X 100 
Rye. 5. E 2, 20 tyg. ■‘Thf. Obfitsza glejoza m ielinizacyjna w  szlaku Burdacha niż 
w szlaku Golla. Różna w ielkość i kształt jąder gleju mielinizacyjnego w  szlaku 

Burdacha. Klüver-Barrera. Pow. 100 X
Fig. 6. Case E 2, 20th week, Thi. Numerous cells of m yelination glia in anterior 

funiculus, their absence in anterior pyramidal tract. K lüver-Barrera. X 65 
Rye. 6. E 2, 20 tyg. Tht. Liczne komórki gleju mielinizacyjnego w  powrózku  
przednim, brak ich w  szlaku piram idowym  przednim. Klüver-Barrera. Pow.

65 X
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Fip. 7. Case E 4, 25th week, C8. Early myelination of fibres of anterior com m i
ssure. Some of myelination glia present in anterior pyramidal tracts. Klüver-

-Barrera. X 270
Bye. 7. E 4, 25 tyg. Ce- Początek mielinizacji w łók ien  spoidła przedniego. N ie 
liczne komórki gleju mielinizacyjnego w  szlakach piram idowych przednich. Klii-

ver-Barrera. Pow. 270 X
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Fig. 8. Case E 10, 27th week, Ce- Myelination of Burdach’s tract (B) is more 
pronounced than that of Goll’s tract (G). Myelination of medial bundle of ascen
ding fibres (arrow) as w ell as of other ascending fibres (dashed arrow) of poste

rior root. Klüver-Barrera. X 65 
Ryc. 8. E 10, 27 tyg. C8. Wyraźniejsza mielinizacja pęczka Burdacha (B) niż Golla 
(G). M ielinizacja wiązki przyśrodkowej w łókien wstępujących (strzałka) oraz in 
nych w łókien wstępujących (strzałka przerywana) korzenia tylnego. K lüver-Bar

rera. Pow. 65 X
Fig. 9. Case E 10, 27th week, C8. Myelination of Burdach’s tract (В) is more pro

nounced than that of Goll’s tract (G). Klüver-Barrera. X 270 
Ryc. 9. E 10, 27 tyg. C8. Wyraźniejsza mielinizacja pęczka Burdacha (B) niż pęcz

ka Golla (G). Klüver-Barrera. Pow. 270 X
Fig. 10. Case E 10, 27th week, C8. Most advanced myelination of fasciculus funda
m e n t a l  (FF) of the anterior funiculus, less advanced in lateral (VSL) and m e
dial (VSM) vestibulo-spinal tracts, medial reticulo-spinal tract (RSM), spino-oli-  

vary (SO) and spino-thalamic (ST) tracts. Klüver-Barrera. X 200 
Rye. 10. E 10, 27 tyg. C8. Najwyraźniejsza mielinizacja w  pęczku podstawowym  
(FF) sznura przedniego, mniej zaawansowana w  szlaku przedsionkowo-kręgo- 
w ym  bocznym (VSL) i przyśrodkowym (VSM), siatkowo-rdzeniowym  przyśrod
kowym  (RSM), rdzeniow o-oliw kowym  (SO) i rdzeniowo-wzgórzowym  (ST). Klü

ver-Barrera. Pow. 200 X
Fig. 11. Case E 5, 34th week, C8. Early myelination of anterior pyramidal tract

(PA). Klüver-Barrera. X 270 
Rye. 11. E 5, 34 tyg. C8. Początek mielinizacji szlaku piramidowego przedniego  

(PA). Klüver-Barrera. Pow. 270 X
Fig. 12. Case N 1, 1 day, Tht. Advanced myelination of anterior pyramidal tract 

(PA), and fibres of anterior commissure. Klüver-Barrera. X 65 
Ryc. 12. N 1, 1 doba, Th!. Zaawansowana mielinizacja szlaku piramidowego

przedniego (PA) oraz włókien spoidła przedniego. Klüver-Barrera. Pow. 65 X

Fig. 13. Case N 4, 1 month, C8. Advanced myelination of anterior pyramidal
tract. Klüver-Barrera. X 270 

Ryc. 13. N 4, 1 miesiąc, C8. Zaawansowana mielinizacja szlaku piramidowego
przedniego. Klüver-Barrera. Pow. 270 X

Fig. 14. Case N 8, 8 months, C8. Normal m yelination of anterior funiculi and
anterior commissure. Klüver-Barrera. X 40 

Ryc. 14. N 8, 8 miesięcy, C8. Prawidłowa mielinizacja sznurów przednich ora/
spoidła przedniego. Klüver-Barrera. Pow. 40 X
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C8 segment showed in this case presence of tigroid in their entire cy
toplasm, they were thus almost mature. Achievement of full m aturity  
by the motor cells may last several weeks, from the 17th to 24th week 
of life, and according to Szulejkina (1958, 1959) various cell groups may 
mature in various periods. The cells related to the flexors of fingers 
participating in the grasp reflex which appear very early  in fetal life, 
mature and develop more rapidly than other groups of cells in the an
terior horn. Our observation fails to confirm these findings since the 
grade of development of various cell groups was more or less identical. 
The period of 16— 17th week is, maybe, too late to observe the essential 
differences.

Our data concerning the periods of myelination of various structures 
differ from those of other authors. We found first myelinated fibres in 
Burdach’s tract in a 20th week fetus. Langworthy (1932a, b, 1933) re 
ported finding them in the 26th week, and Larroche (1965) in the 28th 
week of intrauterine life. Myelination of anterior horns was observed 
by Langworthy (1932a) in the newborn only, while we found rather 
numerous myelinating fibres in a 25th week fetus. Various factors seem 
to be responsible for these divergencies:

1) The terminology is not precise. It is not clearly stated whether 
the term  ’’myelination” means an advanced process or its beginning 
only. If this is ’’beginning” is it the myelination gliosis or the appearan
ce of fibres with the myelin sheath? In our material myelination glio
sis of ascending sensory tracts and some descending ones appeared 9 
weeks before the appearance of the first myelinating fibres visible un
der light microscope.

The most of descriptions with the exception of those of Langworthy 
(1933) do not mention the degree of myelination. Sometimes, compari
son is difficult since the age is expressed in months: it is not clear 
whether these are calendar or lunar ones.

2) Myelination depends upon the degree of m aturity  of the nerve 
cell, normal axonal flow, diameter of fibre and on the myelinating 
cell. Transsection of the sciatic nerve in newborn rats resulted in my
elination delay in the dorsal funiculus (Kingsley 1970). Transneuronal 
changes were also found in the cells of anterior horns after removal 
of a"«erebral hemisphere and in the nucleus of funiculus gracilis after 
transsection of lumbo-sacral posterior roots in cats (Young, Rowley 
1970). The number of myelinated fibres of the optic nerve in mice kept 
in darkness was 12% lower (Gyllensten, Malinfors 1963). Immobilization 
of one extremity of rat in the period of growth caused delay of myeli
nation (Tomanek 1968). Peripheral stimuli can thus influence the pro
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cess of myelination, particularly since there  is the possibility of anti
dromic axonal flow along the nerve (Kerkut 1968).

Undernourishment and factors reducing cholesterol synthesis delay 
also myelination (Rawlins, Uznam 1970; Hedley-Whyte 1973). There is 
only scanty information on the effects of these factors on the myelina
tion in hum an nervous system. In a few cases of perinatal transverse 
in jury  of the spinal cord myelination was impaired in the segments 
proximal to the in ju ry  (Hedley-Whyte, Gilles 1974). The in terpreta 
tion of Hedley-W hyte and Gilles (1974) that myelination is retarded 
because of lack of contact of the axon with the periphery is hardly 
acceptable. Retrograde degeneration of axon and pathologic changes in 
myelin cannot be also excluded.

Numerous acquired or congenital, sometimes genetically determined 
factors cause retarded myelination and damage to myelin. This mani
fests itself in a form of a distinct syndrome of clinical signs. Innume
rable, often hardly detectable factors can unfavorably influence the 
developing fetus and cause shifts in the stages of development. This 
may be the cause of differences in the reported periods of myelination. 
In view of this, strict normal values are hard to determine and a wide 
range of normal should be ra ther  accepted.

CONCLUSIONS

1. First to myelinate are these anatomical structures of the spinal 
cord which constitute a part of the reflex arch and therefore are es
sential in the life of newborn.

2. Among the central tracts the proprioceptive afferent ones related 
to the upper extremities myelinate earliest; the process probably be
gins in the period when myelination already progresses in the fibres 
of reflex arch at the level of spinal cord.

3. Lateral and anterior pyramidal tracts are probably related to the 
cells m aturing in various periods of ontogenic development. The cells 
of origin of the anterior pyramidal tract seem to be phylo- and onto- 
genetically older than  those of the lateral pyramidal tract.

J. Rafałowska

WYBRANE PROBLEMY ROZWOJU I STARZENIA  
W UKŁADZIE NERWOWYM

I. Rdzeń kręgowy w  drugiej połowie życia płodowego  
i w  okresie wczesnodziecięcym

S t r e s z c z e n i e

Ocena odcinka C8—Thi i L5—Si rdzenia kręgowego w  6 przypadkach płodów  
ludzkich w  wieku 16— 34 tyg. i 6 przypadkach dziecięcych w  w ieku 1 dzień — 
3 lata wykazała: w  16— 17 tygodniu życia płodowego róg tylny rdzenia kręgo-
N e u r o p a t o l o g i a  P o l s k a  — 4
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w ego może nie być jeszcze w  pełni ukształtowany. Najwcześniej mielinizują oię 
włókna w  rogu przednim rdzenia kręgowego: w  18 tygodniu życia płodowego  
w  odcinku szyjnym i w  20 tygodniu w  odcinku lędźw iow o-krzyżow ym . Glejozę  
mielinizacyjną stwierdzono w odcinku szyjnym rdzenia kręgowego w 18 tygo
dniu życia płodowego. Była ona najobfitsza w  szlakach Burdacha, mniej nasilona  
— w  pozostałych szlakach wstępujących i starszych filogenetycznie szlakach  
zstępujących. Szlaki piramidowe nie w ykazyw ały  gleju mielinizacyjnego. P ierw sze  
mielinizujące się włókna stwierdzono w  powrózku Burdacha w  20 tygodniu życia 
płodowego, w  pozostałych drogach wstępujących i starszych filogenetycznie szla
kach zstępujących — w  27 tygodniu życia płodowego. W odcinku lędźw iow o-krzy
żowym rdzenia kręgowego mielinizacja wyżej w zm iankow anych szlaków rozpo
czyna się prawdopodobnie o ±7 tygodni później. P ierw sze mielinizujące się w łó k 
na w  spoidle przednim rdzenia zaobserwowano w  odcinku szyjnym w 25 tygo
dniu życia płodowego, a w  odcinku lędźw iow o-krzyżow ym  w  34 tygodniu. Szlak  
piramidowy przedni zaczyna się mielinizować około 34 tygodnia życia płodowego; 
w  8 miesiącu życia pozamacicznego jego mielinizacja nie różni się od mieliniza- 
cji starszych filogenetycznie szlaków. Szlak piram idowy boczny zaczyna się 
mielinizować po urodzeniu.

Я. Рафаловска

НЕКОТОРЫЕ ПРОБЛЕМЫ РАЗВИТИЯ И СТАРЕНИЯ В НЕРВНОЙ СИСТЕМЕ

I. Спинной мозг во второй половине эмбриональной ж изни и в период раннего
детства

Р е з ю м е

Оценка участка Cg-Thj и L^-Sj спинного мозга в 6 случаях человеческих  
плодов в возрасте 16—34 недель и в случаях детей в возрасте 1 день — 3 года 
показала следующее. На 16— 17 неделе ж изни плода задний рог спинного 
мозга может не быть еще полностью сформированным. Раньше всего миелини- 
зируются волокна в переднем роге спинного мозга: на 18ой неделе ж изни плода 
в шейном участке и на 20ой неделе в пояснично-крестцовом участке. Миели- 
низированный глиоз установлен в шейном участке спинного мозга на 18ой не
деле ж изни плода, наиболее обильный в путях Бурдаха, менее интенсивный 
в остальных восходящих путях и в филогенетически более старых нисходящих  
путях. Пирамидные пути не обладали миелинизированной глией. Первые миели- 
низирующиеся волокна обнаружены в пучке Бурдаха на 20ой неделе ж изни  
плода, в остальных восходящих путях и филогенетически более старых нисход
ящих путях — на 27ой неделе ж изни плода. Первые миелинизирующиеся  
волокна в передней спайке спинного мозга наблюдали в шейном участке на 
25ой неделе жизни плода, а в поясничнокрестцовом участке — на 34ой неделе. 
Передний пирамидный путь начинает миелинизироваться около 34ой педели  
жизни плода; на 8ой месяц внематочной жизни его миелинизация не отличается  
от миелинизации филогенетически более старых путей. Боковой пирамидный 
путь начинает миелинизироваться после рождения.
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ON THE DIFFERENTIATION AND MYELINATION OF NERVE 
FIBRES IN TRIGEMINAL GANGLION CULTURE

Laboratory of Pathology of the Nervous System  
Institute of Experimental Medicine, Leningrad, USSR

The processes of nerve fibre differentiation and formation of myelin 
sheath in the peripheral nervous system have been studied mostly on 
the developing nerve trunks of chick embryo (Geren 1954), hum an 
embryo (Gamble, Breathnach 1965), frog tadpole (Peters 1961), and new- 
-born rats (Peters, Muir 1959; Friede, Samorajski 1967; Allt 1969; P e 
ters at al., 1970; Webster at al., 1973; Martin, Webster 1973; Caley, 
Butler 1974).

The relationship between developing axon and Schwann cells at the 
earliest stages of development prior to myelination still remains unex 
plained. Since it is very difficult to follow these relationships in v iv o , 
tissue cultures present a very convenient object for this purpose. M y 
elination of peripheral nerve fibers in culture has been studied by P e 
terson et al. (1958), M urray (1965), Bunge et al. (1967), and others. Ho
wever, no data are available as to the early stages of nerve fiber for
mation before their myelination, and relationship between newly for
med nerve fibres and slightly differentiated Schwann cells. We therefo
re decided to examine these stages by means of histological and electron 
microscopic methods in culture.

MATERIAL AND METHODS

Cultures of trigeminal ganglia of 17—22 day rat embryo grown on 
cover-slips covered with collagen m em brane in revolving test tubes in 
Eagle’s medium, hum an placental serum  and a glucose supplement we
re studied by phase contrast microscope, time-lapse cinematography, 
neurohistological methods (supravital m ethylene blue staining and sil
ver impregnation according to Bielschowsky-Gros in own modifica-
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tion) and electron microscopy in different stages of explantation, be
ginning from 6 hours to 35 days.

RESULTS

Growth and differentiation of nerve fibres in tissue culture is pre
ceded by the cell migration from the ganglion explant into the growth 
zone, this appearing already during the first hours of culturing (Fi;J. 
la). In contrary to the cells located in the centre of explant, the ceiis 
and their processes situated in the peripheral zone are easily stainable 
by means of different histological methods and are clearly seen in 
phase contrast microscope. According to their morphological nature 
they resemble fibroblasts. Some of the cells have long processes, with 
thin branchings at the end. Subsequently these cells form an epithe- 
liomorphic lining surrounding the periphery of the explant.

Fusiform, proliferating cells of the peripheral glia start  to migrate 
intensively into the growth zone directly after fibroblast-like elements. 
The cells, 6—8 ц т  in diameter, are provided with long cytoplasmic 
processes and contain elongated, chromatin-rich nuclei with one or two 
nucleoli. Their bodies are closely fitted and as a rule radially oriented 
toward the explant. They usually grow in thin or thick bands, but on 
the third day of culturing they form a relatively wide cellular layer 
(Fig. lb).

The first nerve fibres in the growth zone appear immediately after 
migration of peripheral glia cells (non-differentiated Schwann cells), 
during the first 24 hours after explantation. Supravital methylene blue 
staining is the only method permitting their visualization in the form of 
very fine filaments (Fig. lc). The nerve fibres appearing in the growth 
zone result either from the regeneration of pseudounipolar processes 
of ganglion cells, severed at the time of dissection, or from the form a
tion of new processes originating from the perikarya of sensory n e u ro n s .^  
situated along the ganglion edge. In the beginning both types of nerve 
fibres undergo poor silver impregnation. They differ from the thick 
cytoplasmic processes of both connective tissue and glial cells in their 
fine and uniform outlines. Many nerve processes are of a diameter less 
than  one micrometer (0.2—0.5 м - т )  and as electron microscopic obser
vations have proved, in part are beyond the resolution of a light-mi- 
croscope. The newly ,.forming and regenerating nerve cell processes 
grow both separately^, and in the form of very fine bundles. Moreover 
the network of anastomosing cytoplasmic processes of non-differentia 
ted Schwann cells and their bands create a peculiar bed for axons, 
w ith which they are closely connected (Fig. Id). Several nerve fibres
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often run  together as a part of one cytoplasmic band of Schwann cells 
and when branching off they pass over to anastomosing processes of 
other Schwann cells. Some of the axons in the growth zone undergo 
dichotomous fussion and form long, fine branchings, while others send 
out only short shoots to the neighbouring non-differentiated Schwann 
cells. Axons growing beyond the cellular layer of peripheral glia are 
never to be observed. Non-differentiated Schwann cells always out
strip growing axons and to a great extent stipulate the direction of 
their growth.

On the tu rn  of first week multiple processes of the sensory neurons 
form a complex network, being denser in the central part of explant, 
where neurons are present, and looser in the growth zone. The nerve 
fibre network of the explant, as well as nerve cells are embedded wit
hin the layer of peripheral glial cells. Two types of cells can easily be 
distinguished among peripheral glia population in here; those are 
Schwann cells connected with axis-cylinders and non-differentiated cel
lular elements not connected with them laying free.

In the growth zone, where nerve fibres are arranged in the form of 
wide-looped plexus, the accompanying Schwann cells are fusiform, 
triangular, stellate or irregular in shape. They form in here an anasto
mosing network. The axons present in this area remain in a very close 
contact with the cytoplasm of Schwann cells on their whole expanse, 
whereupon they may pass over from one cell to another along Schwann 
cells processes, by which they are interconnested. In the successful sil
ver impregnation axis-cylinders and Schwann cells can be seen simul
taneously (Fig. 2). In suc^preparfetiop^ jbóth oval nuclei of Schwann 
cells and their cy top l^m ^^^^ ta î tàhg  ^vjHltftliscernable fine argentophi- 
lic granulations a j e ^ ^ p ^ g r ^ t e ä . ’^’tnW .gcdwth cones 'of some of the 
axons closely ijit '/tr^trfe perikarÿa aç^./'processes of Schwann cells 
(Fig; 2). This morphol&£i£al pattern, seen( in §ilver impregnation is rat- 
her typical for the most peripheral portions of the growth zone, with 
more loose neuroglial arrangement and continuous migration and proli
feration of non-differéhtiated Schwanń cells. The highest cell mobility 
and intense axons growth in this parts of cultures have been proved in 
intravital observation and in time-lapse cinematography. In the cen
tral part of culture* with dense nerve plexus only nuclei of Schwann 
cells are impregnated with silver technique (Fig: 2, insert). By no m e
ans, this is connected with the end of the nerve fibre formation procesi 
in the explant zone, resulting in an almost complete inhibition of mo
bility of differentiated Schwann cells. Non-differentiated Schwann 
cells, which during the early stages of cultivation make up the greater 
proportion of glial population probably transform  into differentiated
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ones in the process of nerve fibre formation. With the extension of 
cultivation period the nerve fibres increase in number whereas the 
am ount of ,,free”, non-differentiated cells becomes steadily reduced. 
Multiple bundles of nerve fibres are present in the nerve fibre plexus 
occupying the central part of the explant and growth zone in 2 - 4 -  
-week old cultures. However, the expansion of nerve fibres in the 
growth zone continues in long-term cultures even after the formation 
of dense nerve fibre plexus. One can constantly observe in here non- 
-differentiated Schwann cells projecting from the explant and expan
ding in the form, of thin or thick bands, into which numerous axons in- 
grow. Taking into account that at the submicroscopic level 10— 15 fine 
axis-cylinders are found to be embedded in the cytoplasm of a single 
Schwann cell one has to come to the conclusion that one comparatively 
th in  band composed of a group of Schwann cells may contain a great 
num ber of axis-cylinders, forming a condense bundle.

Myelinated nerve fibres within the explant appear simultaneously 
w ith the formation of a considerable num ber of nerve bundles. Prior 
to myelination, separate thick nerve fibres stand out from the mass of 
fine fibres. They distinguish themselves by a strong impregnation in sil
ver techniques. The other distinguishing feature consists in their enclo
sing in a sheath formed by Schwann cells (Fig. 3a, b). The Schwann 
cell bodies of myelinating nerve fibres become thicker, acquiring a ci- 
gar-shape form. They are arranged chain-wise. Ranvier’§ nodes are for-

Fig. la.  Migration of first fibroblast-like cells from the explant to the growth  
zone (6-hour culture). Supravital m ethylene blue staining. X 100 

Rye. la.  Wczesna migracja fibroblastów z eksplantatu do strefy wzrostu (hodowla  
6-godzinna). Błękit m etylenowy, barw ienie przyżyciowe. Pow. 100 X

Fig. lb.  Trigeminal rat ganglion. Peripheral glia layer formation in the growth  
zone; maturating neurons located in the central part of explant (3-day culture,'.

Supravital m ethylene blue staining. X 130 
Rye. lb.  Warstwa gleju obwodowego w  strefie wzrostu. Dojrzewające neurony 
w  centralnej części eksplantatu (hodowla 3-dniowa). Błękit m etylenowy, bar

wienie przyżyciowe. Pow. 130 X
Fig. lc. Fine nerve cell off-shoots forming a p lexus in the growth zone (24-hour 

culture). Supravital m ethylene blue staining. X 300 
Rye. lc. Delikatne wypustki komórek nerw ow ych  tworzące luźny splot w  strefie  
wzrostu (hodowla 24-godzinna). Błękit m ety lenow y, barwienie przyżyciowe. Pow.

300 X
Fig. Id.  Interrelation betw een regenerating nerve cell off-shoot and differentia
ted Schwann cells in growth zone (48 hour culture). Supravital m ethylene blue

staining. X 500
RVc. Id.  Regenerujące w ypustki komórek nerw ow ych  w  ścisłym związku ze zróż
nicowanym i komórkami Schwanna w  strefie wzrostu (hodowla 48-godzinna). B łę 

kit m etylenowy, barwienie przyżyciowe. Pow. 500 X
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med at the points of their contact. The length of each internode seg
ment is 120—200 jbim. On the 30—35 day of culturing, Schmidt-Lanter- 
man clefts are observed in a part  of myelinated fibres.

On the light microscope level, myelin sheaths are well demonstrated 
in Becker’s method and while stained with sudan black В  according to 
M urray (1965). They are also well visualized in polarized light. At early 
stages of myelination, when stained with Becker’s method or with S u 

dan black B, they are seen in the form of fine (1.7— 2.5 м -m), long tubes, 
with ra ther  uniform outlines, revealing only in some places local swel
lings and distensions (Fig. 3c). Through in long-term cultures numerous 
nerve fibres become myelinated their myelin sheaths never reach the 
thickness of those occurring in a corresponding stages of the develop
ment in vivo.

Electron microscope observations provide more detailed data con
cerning the close relationship of nerve cells outgrowths with Schwann 
cells, starting from the earliest stages of cultivation. Outgrowing axons 
already in the direct vicinity of cellular perikarya establish close con
tacts with free, non-differentiated Schwann cells. At the beginning 
axons are not enclosed in the cytoplasm of the prospective Schwann 
cells; they only contact their perikarya and cytoplasmic processes (Fig. 
4a). This indicates a ra ther  primitive type of interrelation between 
axons and Schwann cells, being entirely different from that typical of 
m ature  nerve fibres. However, even at this stage of development, the 
axons are covered by basal membrane (Fig. 4b), which passes upon 
them from the adjacent non-differentiated Schwann cells and in this 
way are separated from collagen fibres and fibroblasts of endoneurial 
origin.

Ultrathin sections show that both axons and non-differentiated 
Schwann cells and their processes are packed into bundles, and are se-

Fig. 2. Interrelations betw een growing axons and non-differentiated Schwann  
cell in the peripheral part of growth zone in long-term  culture: axons do not 
exceed the boundary of immature Schwann cells, their growth zones (arrows) 
in a close contact w ith  perikarya and processes of Schwann cells. Silver im pre
gnation according to B ielschowsky-G ross in own modification. X 1 000. Insert 
non impregnated cytoplasm  and cytoplasmic off-shoots of mature Schwann cells.

The sam e staining. X 130
Rye. 2. Ścisłe powiązanie wyrastających wypustek osiowych z niedojrzałymi ko
mórkam i Schw anna w  obwodowej części strefy wzrostu w  długotrwałej hodowli. 
Wypustki osiow e nie przekraczają linii komórek Schwanna. Stożki wypustek osio
w ych (strzałki) położone na błonie perikarialnej i wypustkowej komórek S chw an
na. Impregnacja w g B ielschow sky’ego-Grossa w  modyfikacji własnej. Pow
1.000 X. W ycinek bez impregnacji cytoplazmy i w ypustek dojrzałych komórek 

Schwanna. B arwienie jw. Pow. 130 X
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Fig. З а .  Intensely impregnated thick axons within R em ak’s fibres bundles (30 day- 
-culture). B ielschowsky-Gross in own modification. X 400 

Rye. 3a. Silnie wyimpregnowane włókna osiowe w  pęczku w łók ien  typu Remaka 
(hodowla 30-dniowa). B ielschowsky-Gross w modyfikacji własnej. Pow. 400 X
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parated from each other by a narrow  space (20—30 nm in diameter), 
there are no collagen fibres between them. On the outside, these neu
roglial bundles are covered by a common basal membrane, 30—50 nm 
thick.

On the 3rd— 6th day of cultivation the interrelation between axons 
and Schwann cells become more complex. P a r t  of the axons submerge 
into the cytoplasm of Schwann cells perikarya or their processes (Fig. 
5a). There are usually 3—7 or even more axons plunged in the cyto
plasm of a single Schwann cell; each of these axons is separated from 
the others by the cytoplasm of the Schwann cell. At this stage of ner
ve fibre formation, Schwann cells forming the bundles together with 
axis-cylinders embedded within them  are surrounded by their own ba
sal m em brane and separated from each other. Numerous collagen fi 
bres appear among separate Schwann cells. Some axons are completely, 
while others only partially surrounded by Schwann cell cytoplasm, the 
latter being separated from collagen fibres only by basal membrane. 
All the typical features of the m ature Schwann cells in vivo  are inhe
rent to those connected in the above described m anner with axis-cy- 
linders (Fig. 5b). According to its s tructure  any such a band of Schwann 
cells corresponds to nerve fibres of the ’’Remak type”, which are found 
in the form of thin or thick nerve bundles within the explant on the 
level of light microscope at that time of culturing.

At the later stages of culture development (7— 14 days) next to fine 
axis-cylinders (0.3—0.8 |.im) adjacing Schwann cells, numerous thicker 
(1— 1.7 M-m) axons completely embedded within Schwann cells cyto
plasm are seen. Formation of inner and outer mesaxon around them 
can be observed (Fig. 6a). This type of axon-Schwann cell interrelation 
corresponds to an early stage of nerve fibre myelination. The further 
stages of axon-Schwa'nn cell relations follow the well described route 
of peripheral nerve fibre myelination. Cytoplasmic membrane of 
Schwann cell repeatedly revolves around the axis-cylinder, forming 
densely packed, concentrically oriented myelin lamellae around it 
(Fig. 6b). f

Fig. 3b. S ingle thick nerve fibre in the initial stage of myelination (18-day cul
ture). B ielschowsky-Gross in own modification. X 1 200 

Rye. 3b. Pojedyncze grube włókno nerw ow e w  początkowej fazie mielinizacji 
(hodowla 18-dniowa). Bielschowsky-Gross w  modyfikacji w łasnej. Pow. 1.200 X
Fig. 3c. Myelin sheaths in a 24-day culture. Sudan black В in Murray’s m odi

fication. X 1 000
Rye. 3c. Osłonki m ielinowe w 24-dniowej hodowli. Sudan czarny В w m odyfika

cji Murray. Pow. 1.000 X

http://rcin.org.pl



64 E. I. Chumasov, G. V. Konovalov N r  1

http://rcin.org.pl



Nr 1 Myelination in tissue culture 65

DISCUSSION

In spite of the fact that the hypothesis of Geren (1954) on myelin 
formation in the peripheral nervous system is widely spread and gene
rally accepted, some questions concerning formation of medullated ner
ve fibres are still to be resolved. The early stages of nerve fibre deve
lopment and axon-Schwann cells interrelation at this stage, being of 
great interest, have been insufficiently elucidated. In a great number 
of studies the axon-Schwann cell interrelations and the process of m y
elination have been examined in already anatomically formed nerve 
trunks, mostly in the postnatal period (Peters, Muir 1959; Allt 1969; 
Webster et al., 1973; Martin, Webster 1973; Caley, Butler 1974). The 
tissue culture technique offers better possibilities for studying subse
quent stages of axon-Schwann cell interrelation. A number of works 
have also appeared in which the dynamics of growth and the differen
tiation process of sensory ganglia in culture have been studied (Hug
hes 1953; Nakai 1956, 1960; Nakai, Kawasaki 1959; Godina 1956, 1963; 
Pomerat et al., 1967; Lamont, Vernon 1967). However, those studies, ha 
ve mostly been, based on phase contrast microscopy and time-lapse 
cinematography, neglecting application of specific histological methods 
This led to misinterpretation of some morphological features. In the 
opinion of the mentioned authors the cytoplasmic processes, which ap
pear within first 24 hours of culturing in the growth zone of sensory 
ganglia culture, represent axons growing „naked” and advancing to the 
periphery with the help of pseudopodia. Only after this, Schwann cells 
and fibroblasts start migrating. In our opinion the long processes of 
connective tissue cells and Schwann cells have been erroneously taken 
for axons. Their true nature is proved by the fact that they form col
lateral cytoplasmic processes and anastomotic pseudopodia which is 
not characteristic for axis-cylinders. In addition they are easily staina- 
bie with routine histological techniques, which again does not hold for

Fig. 4. U ltrastructural interrelations of new ly formed axons (Ax) with non-diffe-  
rentiated Schw ann cells (Sch) and their cytoplasmic off-shoots (SP) in the growth  
zone (24-hour culture). The neural-glial band enclosed in , a basal membrane  
(arrows) which passes from the Schwann cell bodies and off-shoots over the 
axons (lower fragment). С — collagen; F — fibroblast. X 20 000. Lower fragment.

X 45 000
Rye. 4. M ikroskopowo-elektronowy obraz stosunków  między nowoutworzonym i 
w ypustkam i osiowym i (Ax) i niezróżnicowanym i komórkami Schwanna (Sch) i ich 
wypustkam i (SP) w  strefie wzrostu (hodowla 24-godzinna). Pęczek złożony z ak 
sonów komórki Schwanna i w ypustek komórek Schw anna otoczony wspólną  
błoną podstawrią (strzałki), przechodzącą z w ypustek komórek Schwanna ponad  
aksonem (dolna część ryciny). С — włókna kolagenowe; F — fragment fibro- 

blastu. Pow. 20.000 X. Część dolna. Pow. 45.000 X 
N e u r o p a t o l o g i a  P o l s k a  — 5
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nerve cell processes. Our own electron- and light-microscope observa
tions indicate that growth and differentiation of nerve fibres in the 
sensory ganglia, from the first days of cultivations are strictly connec
ted at first with non-differentiated and than with m ature Schwann 
cells. In the course of development the axon — Schwann cell relations 
are gradually  becoming more intimate and complex. In our opinion, 
contrary to that of Nakai (1960), Nakajima (1965), Lumsden (1968). 
Varon and Raiborn (1972), and others, both immature and m ature 
Schwann cells are playing the most substantial role in the formation 
of nerve fibre bundles, appearing in cultures during 2nd—4th week of 
growth in vitro. According to our observations the process of nerve fi
bre differentiation may provisionally be subdivided into three stages: 
1) formation of Remak’s fibres, 2) premyelination stage and 3) myeli
nogenesis.

The first stage is characterized by the appearance in the growth zone 
of culture of fine processes of nerve cells, which follow migration of 
im m ature Schwann cells. The outgrowing axis-cylinders establish a 
close contact with immature Schwann cells this leading to the form a
tion of axo-glial bands. The latter are surrounded by a common basal 
membrane. At first axons remain in a position adjacent to non-diffe
rentiated Schwann cells. On the 3rd—6th day axons invaginate into 
the Schwann cells cytoplasm, being separated from each other and 
together with Schwann cell enclosed in a basal membrane.

At this stage the Schwann cells, a lready have all the characteristic 
features of m ature  cells, and are separated from one another with 
bundles of collagen fibres. The thus formed fine bundles of nerve fi
bres are similar in structure to fibres of the ’’Remak type”.

In the premyelination stage, approxim ately at the beginning of the 
second week of explant growth, the diam eter in some of the axis-cy- 
linders of Remak’s fibres in the bundles increases to 1.0—1.7 м -m; and

Fig. 5a, Ъ .  A xon -S chw ann  cell interrelation at the stage of Remak fibre for
mation (6-day culture). Fig. 5a. One axon is totally submerged into the cyto
plasm of Schw ann cell. Two others are only partially submerged covered by 
basal mem brane (arrows). С — collagen. X 30 000. Fig. 5Ъ .  A formed band of 
the Remak nerve fibres. All the axons are enclosed in the cytoplasm of the

Schw ann cell. X 30 000
Ryc. 5a, b. Stosunki między wypustkam i osiow ym i i komórką Schwanna w  sta
dium tworzenia włókna typu Remaka (hodowla 6-dniowa). Ryc. 5a. Jeden akson  
całkowicie zagłębiony w  cytoplazmie komórki Schwanna, dwa pozostałe pokryte  
błoną podstawną (strzałki) tylko częściowo. С — włókna kolagenowe. Pow.
30.000 X. Ryc. 5b. Pęczek uform owanych w łókien  Remaka. Wszystkie włókna  

osiowe otoczone cytoplazmą komórki Schwanna. Pow. 30.000 X
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Fig. 6a,b. Nerve fibre myelination. Fig. 6a. Early stage of nerve fibre m yelina-  
tion (10-day culture). Schwann cell cytoplasmic membranes form the inner and 
outer mesaxons. X 40 000. Fig. 6b. Fully formed myelin (15-day culture). X 20 000 
Rye. 6a, b. Mielinizacja włókien osiowych. Rye. 6a. Wczesne stadium mielinizacji 
w łókna osiowego (hodowla 10-dniowa). Wypustki cytoplazm atyczne komórki 
Schwanna tworzą mezakson w ewnętrzny i zewnętrzny. Pow. 40.000 X. Ryc. 6b.

Uformowana osłonka mielinowa (hodowla 15-dniowa). Pow. 20.000 X
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the fibres become argentophilic and then stain supravitally with m et
hylene blue. Each of such axons is seen to be enclosed in a separate 
envelop formed by Schwann cells arranged chain-wise. The cytoplas
mic membranes of the Schwann cell begin to form inner and outer 
mesaxons. These data are in agreem ent with the observations of Allt 
(1969), Peters et al. (1970), Webster et al. (1973), Martin and Webster 
(1973), Caley and Butler (1974), and other authors, who showed that 
in the developing bundles at the moment of myelination, the axon- 
-Schwann interrelations correlate as 1 : 1 ,  tha t  is one Schwann cell con
tains one axon.

Nerve fibre myelination in trigeminal ganglion culture begins on the 
12— 14 day after explantation by repeated rotation of the Schwann cell 
cytoplasmic membrane around the axis-cylinder. Our observations in 
this respect are fully convergent with those of M urray (1964, 1965), P e 
terson et al. (1958) and Winkler and Wolf (1966). This process m arked
ly intensifies by the end of the first month; in this period the interno- 
dal segments of 120—200 |.im in diameter, the Ranvier nodes, and the 
myelin clefts are easily discerned. The thickness of the formed myelin 
sheaths in culture, however, does not attain  that occurring in vivo.

E. I. Chumasow, G. V. Konovalov

RÓŻNICOWANIE I MIELINIZACJA WŁÓKIEN NERWOWYCH 
W HODOWLI ZWOJÓW NERWU TRÓJDZIELNEGO

S t r e s z c z e n i e

Hodowle zakładane ze zwojów nerwu trójdzielnego, pochodzących od płodów  
szczurzych między 17 i 22 dniem życia płodowego, badano w  mikroskopie św ie t l
nym i elektronowym w różnych okresach po założeniu hodowli, poczynając od 
24 godzin do 35 dni. Proces różnicowania w łók ien  nerw owych można umownie  
podzielić na trzy etapy: 1) form owanie się w łók ien  bezmielinowych, 2) stadium  
premielinizacyjne, 3) mielinogeneza. Stadium pierwsze charakteryzuje pojawienie  
się w  strefie wzrostu eksplantatu w ypustek  nerwowych, które tworzą między  
sobą skom plikowane połączenia oraz tworzenie się sieci neuroglejowej. Początko
wo aksony tylko przylegają do komórek Schw anna i są otoczone razem z nimi 
wspólną błoną podstawną. Następnym etapem jest inwaginacja aksonów do cyto- 
plazmy komórek Schwanna i tworzenie się wspólnej błony podstawnej — po
wstają bezm ielinowe włókna typu Remaka. W stadium premielinizacyjnym część  
aksonów powiększa swoją średnicę do 1— 1,7 mikrona. Każdy utworzony w  ten  
sposób cylinder osiowy jest zaopatrzony w  oddzielną pochewkę utworzoną z u ło
żonych łańcuszkowo komórek Schwanna.

Z błony plazmatycznej tworzy się w ew nętrzny i zewnętrzny mezakson. M a
sowa mielinizacja następuje między 12 i 15 dniem po założeniu hodowli, przez 
wielokrotne owijanie się błony plazmatycznej komórki Schwanna wokół aksonu
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E. И. Чумасов и Г. В. Коновалов

О ДИФФЕРЕНЦИРОВКЕ И МИЕЛИНИЗАЦИИ НЕРВНЫ Х ВОЛОКОН  
В КУЛЬТУРЕ ТРИГЕМИНАЛЬНОГО ГАНГЛИЯ

Р е з ю м е

Культуры тригеминального ганглия от 17— 22 дневных эмбрионов крысы изу
чены светооптически и электронномикроскопически в различные сроки эксплан
тации, начиная от 24 часов до 35 дней. Процесс дифференцировки нервных 
волокон условно можпо подразделить на три этапа: 1) формирование безмякот- 
ных нервных волокон; 2) стадия предмиелинизации; 3) миелиногенез. Первая 
стадия характеризуется появлением в зоне роста эксплантата нервных отрост
ков и установлением между ними тесных отношений с образованием нейро- 
глиальных тяжей. Аксоны сначала лишь прилежат к шванновским клеткам 
и окружены вместе с ними общей базальной мембраной. Затем происходит 
инвагинация аксонов в цитоплазму шванновских клеток с образованием соб
ственной базальной мембраны — формируются безмякотные волокна „ремаков- 
ского” типа. На стадии предмиелинизации у части аксонов увеличивается  
диаметр до 1— 1,7 мк. и каждый такой осевой цилиндр оказывается заключен
ным в отдельный футляр, образованный из расположенных в цепочку шваннов
ских клеток.

Их плазматическая мембрана образует внутренний и наружный мезаксон. 
Массовая миелинизация наступает на 12— 15 день после эксплантации путем 
многократного вращения плазматической мембраны шванновской клетки вокруг 
осевого цилиндра.
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KRYSTYNA HONCZARENKO

ZMIANY ILOŚCIOWE DNA W NEURONACH MÓZGU CZŁOWIEKA 
W ZALEŻNOŚCI OD WIEKU I TOFCGRAFII

Pracownia Neuropatologii Instytutu Chorób Układu Nerwowego
i Narządów Z m ysłów  Pomorskiej Akadem ii Medycznej, Szczecin  
Pracownia Patologii Komórki Zakładu Anatomii Patologicznej 

Instytutu Biostruktury Pomorskiej Akadem ii Medycznej, Szczecin

W pierwszym etapie badań nad zawartością DNA w neuronach i ko 
morkach glejowych mózgu człowieka stwierdziliśmy ilościowy wzrost 
tego związku w jądrach komórek nerwowych u ludzi w wieku star 
czym (Krygier-Stojałowska i wsp. 1977). Wyniki te były zbliżone do 
obserwacji poczynionych uprzednio przez innych autorów na zwierzę
tach (Lentz, Lapham 1970, Novakova i wsp. 1970), a ponadto zwróciliś
my uwagę na różnice w narastaniu wraz z wiekiem ilości DNA w neu
ronach różnych okolic mózgu.

Celem dalszych badań było sprawdzenie tych spostrzeżeń na więk
szym i bardziej zróżnicowanym materiale. Poza tym  obecnie, oprócz 
ustalania zależności między ilością DNA w jądrach komórkowych, 
a okolicą mózgowia i wiekiem osobnika, staraliśmy się uchwycić kore
lację pomiędzy stopniem zaawansowania zmian starczych tkanki ner
wowej i zawartością DNA w neuronach.

Istotne znaczenie przywiązywaliśmy obecnie do badania jąder neuro
nów. Zawartość DNA w elementach glejowych, szczególnie w oligoden- 
drocytach, stanowiła przede wszystkim punkt odniesienia, niejako „tło" 
dla odchyleń neuronalnych. Nie przeszkodziło to w wykryciu w nie
których przypadkach interesujących odchyleń w ilości DNA w jądrach 
komórek glejowych. Konfrontacja tych wyników z obrazem histologicz
nym  nie tylko pozwoliła na ich wytłumaczenie, ale stała się zarazem 
potwierdzeniem dokładności metody cytofotometrycznej.

Praca w ykonana w ramach planu w ęzłow ego Nr 10.4.2.02.1.4.
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MATERIAŁ I METODY

Przedmiotem badania były mózgi 8 zmarłych osób, w tym: 2 p rzy 
padki wcześniaków o czasie przeżycia 11 i 17 godzin (waga obydwu 
w granicach 2000 G), 1 przypadek dziecka w wieku 4 lat, dwa p r z y 

padki mężczyzn w wieku 47 i 54 lat oraz 3 przypadki osób starych 
w wieku 65, 80 i 81 lat. Materiał do ilościowych badań cytochemicznych 
pobierano z kory zakrętu przedśrodkowego i rogu Amona, ze wzgórza 
oraz spoidła wielkiego. W pierwszych trzech strukturach  badano głów
nie komórki nerwowe, natomiast materiał ze spoidła wielkiego był 
źródłem prawie czystej frakcji komórek glejowych. Uzyskanie możli
wości badania czystej populacji komórek glejowych jest niezmiernie 
istotne ze względu na trudności różnicowania jąder małych neuronów 
z jądrami astrocytów, na co zwracano już uwagę w poprzedniej pracy.

Badania morfologiczne, cytochemiczne i cytofotometryczne przepro
wadzono według metodyki opisanej w poprzedniej pracy (Krygier-Sto- 
jałowska i wsp. 1977).

WYNIKI

O b r a z  n e u r o p a t o l o g i c z n y

W żadnym z badanym mózgów nie znaleziono cech procesu zapal
nego ani proliferacyjnego. W mózgach wcześniaków stwierdzono cha
rakterystyczne dla tego okresu rozwoju mózgowia przykomorowe sku
pienia komórek macierzy i pojedyncze neuroblasty w podkorowej isto
cie białej.

W mózgu dziecka 4-letniego, u którego przed śmiercią wystąpił 
obrzęk mózgu, stwierdzono proliferację gleju oraz satelitozę około neu

ronów w korze mózgu.

W mózgach osób dorosłych (47 i 54 1.) wykryto nieznaczne objawy 
obrzęku tkanki nerwowej oraz pojedyncze ciała skrobiowate w ścianach 
układu komorowego.

W grupie osób w wieku starczym średnio zaawansowane zmiany in
wolucyjne (mierny zanik mózgu i znaczne ilości lipofuscyny w neuro
nach) znaleziono w dwu przypadkach (65 i 81 lat), przy czym u męż
czyzny 81-letniego stwierdzono pojedyncze płytki starcze, głównie w ko
rze skroniowej. W 3-cim przypadku (80-letnia kobieta), zmiany starcze 
były bardzo nasilone i upoważniały do rozpoznania otępienia starczego.
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I l o ś c i o w e  b a d a n i a  c y t o c h e m i c z n e

a. Wrażliwość komórek n erw ow ych  i g le jowych  na kwaśną hydrolizę

Największą wrażliwość na kwaśną hydrolizę wykazywały neurony 
mózgów wcześniaków, uzyskując już po 5 minutach najsilniejsze zabar
wienie w preparatach przygotowanych metodą Feulgena. Krzywa hy 
drolizy tych komórek wykazywała ponadto drugi szczyt po upływie 
14 m inut hydrolizy kwaśnej. Komórki glejowe w tych przypadkach 
były natomiast mniej wrażliwe, uzyskując najsilniejsze zabarwienie pc
11 minutach hydrolizy (rye. 1).

-----------  Neurony zakrętu przedśrodkowegb
Neurons ot precentral gyrus

------------- Neurony rogu Amona
Neurons of Ammon's horn

------------- Neurony wzgórza
Neurons of thalamus

 Astroglej
Astroglia

  Oligodendroglej
Oligodendroglia

W S 17godz 
hours

50

30

20

_i  Czas hydro lizy
20 min. Hydrolysis time2 5 8 11 14 17

Rye. 1. Przypadek W. S., w iek 17 godzin. K rzyw e hydrolizy jąder komórek mózgu 
w  1 N HC1 w  temp. 60°C. J.R. — jednostki robocze wartości pomiarów cytofo- 

tometrycznych odpowiadające ilości leukofuksyny związanej z DNA.
Fig. 1. Case W. S., age 17 hrs. Hydrolysis curves of brain cell nuclei in 1 N HC1 
at 60°C. J.R. — working units for cytophotometric measurements corresponding 

to the amount of leukofuxin  bound to DNA.

U dziecka 4-letniego dużą wrażliwość na hydrolizę kwaśną wykazy
wały komórki glejowe, uzyskując najsilniejsze zabarwienie w metodzie 
Feulgena po 8— 11 minutach (ryc. 2). Podobnie zachowywała się chro- 
matyna neuronów i komórek glejowych w przypadkach mężczyzn 47- 
i 54-letniego. W trzech przypadkach osób starych najwyższe wartości

http://rcin.org.pl



J. Kulczycki i wsp. Nr 1

 Neurony zakrętu przedśrodkowego
Neurons ot precentral gyrus

 Neurony rogu Amona
Neurons ot Ammon's horn 

---------- Astroglej
A strog lia  

• Oligodendroglej 
Oligodendroglia

years

Д О

30

20

Г

 Czas hydrolizy
20min.’ " Hydrolysis time

Ryc. 2. Przypadek А. T., wiek 4 lata. K rzywe hydrolizy. Objaśnienie jak na
ryc. 1.

Fig. 2. Case A. T., age 4 years. Hydrolysis curves. Descriptions as in Fig. 1.

reakcji Feulgena dotyczące zarówno komórek nerwowych jak i glejo
wych uzyskiwano po 14 minutach trw ania hydrolizy (ryc. 3, 4). Należy 
przy tym podkreślić, że w przypadkach ludzi starych nasilenie reakcji 
Feulgena we wszystkich zastosowanych czasach trwania hydrolizy 
kwaśnej było wyraźnie wyższe w neuronach, niż w komórkach glejo
wych.

b. Zawartość DNA w  neuronach i komórkach gle jowych

Ilość DNA w neuronach oceniana na podstawie nasilenia reakcji 
Feulgena wzrastała wraz z wiekiem badanych przypadków. Najniższe 
wartości stwierdzono w neuronach mózgów wcześniaków, przy czym w 
obydwu przypadkach ilość DNA w neuronach była bardzo zbliżona 
do stwierdzanej w komórkach glejowych. Jedynie 5% neuronów zakrę
tu  przedśrodkowego i 5% neuronów wzgórza przekraczało wartości di- 
ploidalne (ryc. 5 i tabela 1). U 4-letniego dziecka zawartość DNA w 
neuronach zakrętu przedśrodkowego wzrosła bardzo znacznie (77,5% 
komórek o hiperdiploidalnej ilości DNA), natomiast w neuronach kory 
amonalnej w niewielkim stopniu (5% komórek hiperdiploidalnych). 
W tym samym przypadku również komorki astroglej u wykazywały
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M.J. 651. 
years

50

ДО

30

20

10

R

---------- Neurony zakrętu przedśrodkowego
Neurons ot precentral gyrus

-----------Neurony rogu Amona
Neurons ot Ammon's horn

-----------Neurony wzgórza
Neurons ot tnalamus

-----------Astroglej
Astroglia

 Oligodendroglej
Oligodendroglia

11 17 20 min.
_Czas hydrolizy

Hydrolysis time

Hyc. 3. 
Fig. 3.

2 5

Przypadek M. J., w iek 65 lat. K rzywe hydrolizy. Objaśnienie jak na ryc. 1. 
Case M. J., age 65 years. Hydrolysis curves. Descriptions as in Fig. 1<

  Neurony zakrętu przedśrodkowego
Neurons ot precentral gyrus

 Neurony rogu Amona
Neurons ot Ammon's horn 

------------Neurony wzgórza
Neurons ot tha lam u

 Astrog le j
Astroglia

 Oligodendroglej
Oligodendroglia

К. S.
years

Czas hydrolizy 
Hydrolysis time20min.

Ryc. 4. Przypadek К. S., w iek 81 lat. Krzyw e hydrolizy. Objaśnienie jak na ryc. 1 
Fig. i. Case К. S., age 81 years. Hydrolysis curves. Descriptions as in Fig. I
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Tabela 1. Zawartość D N A  w komórkach nerwowych i glejowych w poszczególnych strukturach anatomicznych mózgu 

Table 1. DN A content in neurons and glial cells in different anatomical structures of the human brain

Przypadek Wiek
Gyrus praecentralis Cornu Ammonis Thalamus Astroglej

Astroglia
Oligodendroglej
Oligodendroglia

Case Age 2c
°//0

< 2 c
%

4c
°//0

2c <  2c
0/ 0/ / о  / о

4c
°// о

2c
°//0

< 2 c
%

4c
°//0

2c < 2 c  
0/ 0/ / о  /0

4c
°//0

2 з
°//о

< 2 c
%

4c
о // о

M.C. в 11 godzin 
hours

100 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0

w .u . в 17 godzin 
hours

95 5 0 100 0 0 95 5 0 50 50 0 25 75 0

A.T. 4 lata
years

22 78 0 95 5 0 — — — 40 17 3 97 3 0

M.B. (5 47 lat 
years

55 45 0 57 43 0 97 3 0 90 10 0 100 0 0

P.J. 54 lata 
years

65 35 0 80 20 0 90 10 0 85 15 0 100 0 0

M .J. d 65 lat 
years

10 80 10 30 67 3 100 0 0 100 0 0 100 0 0

S.L. $ 80 lat 
years

35 62 3 85 15 0 67 33 0 100 0 0 100 0 0

K.S. 81 lat 
yoars

87 13 0 77 23 0 37 63 0 97 3 0 95 5 0

. 
K

ulczycki 
i 

w
sp. 

Nr 
1http://rcin.org.pl



Nr 1 DNA w neuron ach 79

wyraźnie podwyższoną ilość DNA osiągając niekiedy (2,5% komórek) 
wartości tetraploidalne (ryc. 6).

U osób dorosłych i w wieku podeszłym odnotowano obecność licz
nych neuronów o hiperdiploidalnej ilości DNA (do 80% komórek) oraz

WS. 17godz. 
hours

100 г  %  jqder 
nuclei

2c
«  INt*U IUny £ U I 4 Ç I U  UU
«------ 1 Neurons ot precentral gyr

Neurony rogu Amona 
Neurons ot Ammon's horn

|: .■."■•i Oligodendroglej
* ПІ і п п г і р п Н r n n  I i n

30

Ryc. 5. Przypadek W. S., w iek 17 godzin. Nukleinogramy. 2c — diploidalna ilość 
DNA; 4c — tetraploidalna ilość DNA.

Fig. 5. Case W. S., age 17 hrs. Nucleinograms. 2c — diploidal amount of DNA; 
4c — tetraploidal amount of DNA.

100 r %  jqder  

nuclei years

2c

705030

I------- 1 Neurony zakrętu przedśrodkowego
I------- 1 Neurons ot precentral gyrus

Astroglej
Astroglia

I— -^i Oligodendroglej 
' Oligodendtoglia

80 J.R

Ryc. 6. Przypadek A. T., w iek 4 lata. Nukleinogramy. Objaśnienia jak na ryc. 5. 
Fig. 6. Case A. T., age 4 years. Nucleinograms. Descriptions as in Fig. 5.

mnfej licznych neuronów o tetraploidalnej ilości tego związku (2,5— 
—10% komórek). Zawartość DNA w komórkach glejowych odpowiadała 
w tych przypadkach wartościom diploidalnym (ryc. 7).
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100

80

60

40

20

%  jqder 
nuclei

H.J 65!  
years

10 20

2c Uz

=b

Ш І
30 A0 50 60 70

i (Neurony zakrętu przedśrodkowiego
I • Neurons ot precentral gyrus

y / / / / \  Neurony rogu Amona 
—  Neurons ot Ammon's horn

 Astro-
I : I oligodendroglej

Astro-
otigodendrogtia

80 J R.

Ryc.  7. Przypadek M. J., w iek 65 lat. Nukleinogramy. Objaśnienia jak na ryc. 5. 
Fig. 7. Case M. J., age 65 years. Nucleinograms. Descriptions as in Fig. 5.

C h r o m a t y n a  j ą d r o w a  w n e u r o n a c h  r ó ż n y c h  o k o l i c
m ó z g u

W każdym z badanych przypadków przebieg krzywych kwaśnej hy 
drolizy neuronów zakrętu przedśrodkowego i kory amonalnej oraz 
wzgórza był bardzo podobny.

U wcześniaków, a częściowo u 4-letniego dziecka wartości wyznacza
jące przebieg krzywych były tak niskie, że pokrywały się z krzyw ym i 
hydrolizy komórek glejowych (ryc. 1, 2). U osób starszych krzywe hy 
drolizy neuronów, szczególnie z kory czołowej i amonalnej posiadały 
wartości znacznie wyższe, niż krzywe dla komórek glejowych (ryc. 3, 
4). W neuronach wzgórza wartości te nie były tak wysokie.

Z porównania wyników badania mózgów osób w różnym wieku w y
nika, że we wszystkich trzech s trukturach ilość DNA w jądrach 
neuronów wzrasta, powodując zwiększenie się odsetka jąder hiperdiploi- 
dalnych. Narastanie to jest dość równomierne do 65 roku życia. U dwu 
osób najstarszych (80 i 81 lat) zanotowano nieoczekiwanie niższe ilości 
DNA w neuronach kory amonalnej (przede wszystkim u osoby 80-let- 
niej) i kory czołowej (głównie u osoby w wieku lat 81). W obu tych 
przypadkach zawartość tego związku w komórkach nerwowych wzgó
rza pozostała wysoka (ryc. 8).

OMÓWIENIE

Obecne badania potwierdzają uprzednio uzyskane wyniki, świadczące 
o narastaniu wraz z wiekiem ilości DNA w neuronach mózgu człowie
ka (Krygier-Stojałowska i wsp. 1977). Przeprowadzone równocześnie
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100

so

60

uo

20

%  jqdpr 
nuclei

K.S 81 1. 
years

2 c

—

"7Z7À-.

i 1 Neurony wzgórza
I I Neurons of tnalamus

у / /  л  Neurony rogu Amona 
i < s /  A Neurons of Ammon's horn

Oligodendroglej
Oligodendroglia

10 20 30 40 50 60 . 7 0  80 J R.

Rye. 8. Przypadek К. S., wiek 81 lat. N ukleinogram y. Objaśnienia jak na rye. 5
Fig. 8. Case К. S., age 81 years. Nucleinograms. Descriptions as in Fig. 5.

pomiary ilości tego związku w komórkach glejowych pozwalają na 
stwierdzenie, że wymienione wyżej zmiany ilościowe DNA nie dotyczą 
ani astrocytów, ani oligodendrocytów. Obserwowane niekiedy zwiększe
nie ilości DNA w komórkach glejowych nie jest związane z wiekiem, 
a wynika raczej, jak w przypadku 4-letniego dziecka, z patologicznej 
proliferacji gleju. Narastanie odsetka neuronów hiperdiploidalnych w 
trzech badanych strukturach było dość równomierne i nie zostało za
burzone, podobnie jak w jednym przypadku opisanym w poprzedniej 
publikacji, pojawieniem się w cytoplazmie neuronów większej ilości 
lipofuscyny. W późnej starości znów zwiększa się ilość neuronów, 
w których zawartość DNA badana metodą Feulgena i mierzona cyto- 
fotometrycznie odpowiada wartościom diploidalnym. W konfrontacji 
obrazów neuropatologicznych z wynikami badania cytofotometrycznego 
w dwu najstarszych przypadkach należy wnioskować, że niskie w ar
tości DNA pojawiały się w tej okolicy, gdzie nasilenie zmian starczych 
tkanki nerwowej było największe. Jest najbardziej prawdopodobne, że 
u 80-letniej osoby z otępieniem starczym niższa zawartość DNA w ko
rze skroniowej wiązała się z uszkodzeniem neuronów, włókienkowymi 
zmianami alzheimerowskimi i bardzo licznymi płytkami starczymi. 
U drugiej osoby (w wieku 81 lat) niski poziom DNA w korze czołowej 
korespondował ze zmianami pyknotycznymi neuronów tej okolicy. Moż
na przypuszczać, że w obu przypadkach mieliśmy do czynienia z neuro
nami obumierającymi.

Przyczyna i mechanizm pojawiania się większej ilości DNA w neu
ronach osób starszych są zupełnie nie wyjaśnione. Należy przyjąć, że 
jest to zjawisko analogiczne do poliploidii stwierdzanej u starszych osób 
w wątrobie i mięśniu sercowym (Adler 1971).

N e u r o p a t o l o g i a  P o l s k a  — 6
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Nie wiadomo również, z którą frakcją chromatyny (z luźną czy zbi
tą) jest związana zwiększona ilość DNA. Uzyskane krzywe wskazują 
na to, że u osób starszych wzrasta zawartość chrom atyny mało wrażli
wej na kwaśną hydrolizę. Dotyczyć to może chrom atyny zbitej, w któ
rej przypuszczalnie zawarty jest również DNA-satelitarny (Madreiter, 
Osieka 1971).

E. Кульчыцки, А. Крыгер-Стояловска, М. Мадей, М. Вайниене, П. Новацки,
К. Хончаренко

КОЛИЧЕСТВЕННЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ ДН К В НЕЙРОНАХ МОЗГА ЧЕЛОВЕКА  
В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ВОЗРАСТА И ТОПОГРАФИИ

Р е з ю м е

Целью исследований была проверка на большем материале явления возра
стания с возрастом количества дезоксирибонуклеиновой кислоты в нейронах 
мозга человека. Исследования 8 человеческих мозгов подтвердили наличие этого 
процесса в нейронах, взятых из серого вещества 3 различных областей (лобной 
коры, височной коры и зрительного бугра). Установлено, что возрастание ДНК 
в нейронах мозговой коры происходит быстрее, чем в исследованном подкор
ковом ядре. Возрастание количества ДНК прогрессирует от ранней молодости 
до пожилого возраста и не уменьшается в период появления физиологических  
мозговых изменений, связанных со старостью. Только у старых людей с пато
логическим усилением инволюционных мозговых изменений эта связь обнару
живается в меньших количествах.

J. Kulczycki, A. Krygier-Stojałowska, М. Madej, М. Ѵаіпіепе,
Р. Nowacki, K. Honczarenko

CHANGES IN DNA CONTENT IN NEURONS  
OF HUMAN BRAIN DEPENDING ON AGE AND TOPOGRAPHY

S u m m a r y

The aim of this study was to test the phenomenon of the increase with age 
of DNA content in human brain neurons. Tests performed on 8 human brains 
confirmed such an increase to occur in neurons of the grey matter taken from 
3 different regions (frontal and temporal cortex and thalamus). The accum u
lation of DNA with age proceeded faster in cortical neurons than in the exa m i
ned subcortical structure. The process of increase of DNA content continues from  
early adolescence through advanced age and does not diminish w ith  the appe
arance of physiological changes in brain related to ageing. Only in senile per
sons with pathological intensification of involutional changes in the brain, the 
compound is detected in smaller quantities.
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MIROSŁAW J. MOSSAKOWSKI, IRMINA В. ZELMAN

GLYCOGEN DEPOSITION AS AN INDICATOR OF GLUCOSE 
METABOLISM DISTURBANCES IN THE BRAIN DUE TO VARIOUS

DAMAGING FACTORS *)

Departm ent of Neuropathology, Medical Research Centre Polish Academy
of Sciences

Head of Department: Prof. M. J. Mossakowski, M.D.

Normal nervous tissue accumulates but a small amount of glycogen. 
The dependence of polysaccharide accumulation on the stage of m atu 
rity  of the central nervous system is a very characteristic feature. In 
our experiments, carried out on rats aged 1, 2, 3, 4, 6 and 10 weeks it 
was shown that glycogen content in the brain of 1-week-old rats rea 
ched the value of 11.3— 13.4 mg/100 g of tissue, while that in the brain 
of 2-week-old ones was already 3 times higher, remaining at this level 
during the subsequent stages of m aturation (Mossakowski et al., 1973).

The observed variations in glycogen content were considered to be 
related with the shift of glucose metabolism from the pentose mono
phosphate shunt to the glycolytic pathw ay occurring at the beginning 
of the 2nd week of ra t  life (Winick, 1970; Balasz, 1970), with a signifi
cant increase of hexokinase activity at the same time (Wilson, 1972) or 
with metabolic processes connected with myelination, taking place bet
ween 1st and 6th week of the anim al’s life (Bass et al., 1968; Eto, 
Suzuki, 1972).

At the histochemical level, the glycogen deposits occur only in some 
structures of the central nervous system such as epithelial cells of the 
choroid plexus, ependyma, mostly of the III ventricle, subependymal 
and subpial layers, some nuclei of the brain stem (mesencephalic nu 
cleus of Vth nerve, large neurons of reticular formation) and ganglionar 
layer of cerebellar cortex. Significant species-dependent differences ha
ve to be pointed out. The presence of glycogen deposits in large motor

*) The paper w as presented at the IV Jahrestagung der Geselschaft für Neuro
pathologie der DDR. Mühlhausen, DDR, 1974.
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Fig. 1. Brain stem neurons accumulating glycogen in cytoplasm. T ype II g ly co 
genosis (Pompe’s disease). Best’s carmine meth. X 200 

Rye. 1. Neurony pnia mózgu spichrzające glikogen w  cytoplazm ie w  glikogenozie  
typu II (choroba Pompego). Karmin Besta. Pow. 200 X

Fig. 2. The same case. Glycogen deposits in astroglial cells in the w hite  matter.
Best’s carmine meth. X 200 

Rye. 2. Ten sam przypadek. Złogi glikogenu w  astrocytach is toty  białej. Karmin
Besta. Pow. 200 X
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neurons of the spinal cord of rabbits, observed by Schabadasch (1939) 
in contrast to their absence in the cat spinal cord described by Long 
et al. (1972) should be stressed. There exist also significant differences 
in the localization of normal glycogen deposits between mammals and 
fishes, for instance sharks (unpublished personal data).

Abnormal glycogen deposition in the central nervous system resul
ting from various pathological conditions seems to be a very common 
feature. Among those special position has to be a ttributed to the Pom- 
pe’s varian t of glycogenosis, being an inborn, genetically induced m eta
bolic error, leading to excess glycogen deposition both in neuronal and 
glial elements of the central nervous system (Fig. 1 and 2). In the most 
other conditions glycogen accumulation seems to represent entirely 
non-specific phenomenon. Abundant glycogen deposits were described 
around experimental brain wounds (Friede, 1954; Shimizu, Hamuro, 
1958; Klatzo et al., 1970; Guth, Watson, 1970) as well as an effect of 
irradiation (Klatzo et al., 1961; Miquel et al., 1963; Miquel, Haymaker, 
1965; Ostenda et al., 1970). A wide range of pharmacologically active 
compounds can also induce an increase of glycogen content in the brain, 
among these are reserpine (Albrecht, 1957; Estler, 1961), insulin (Nel
son et al., 1968), ether (Estler, Heim, 1960), phénobarbital (Estler, 1960; 
Nelson et al., 1968).

A severalfold increase of glycogen was observed in the central ne r 
vous system of rats with alloxan-induced diabetes (Prasannan, Subrach- 
manyan, 1968) and in rabbits with hereditary ataxia (Tourtellotte et 
al., 1966). Glycogen deposits were also noticed in areas surrounding 
hum an (Oksche, 1958) and animal tumors (Szumańska, Kroh, 1975).

Our experim ental studies showed, that hypoxic conditions of various 
natu re  involve a common factor leading to the accumulation of abnor
mal glycogen deposits in nervous tissue.

The phenomenon was observed in both perinatal asphyxia of new
born monkeys (Mossakowski et al., 1968), hypoxic hypoxia (Mossakow-

Fig. 3. Granular g lycogen deposits lying loosely in the neuropil and in the form  
of perivascular and perineuronal aggregations in the cerebral cortex of rat. 48 h 

after carotid ligation. P A S-dim edon-hem atoxylin . X 400 
Rye. 3. Ziarniste złogi glikogenu leżące luźno w  neuropilu oraz tworzące około- 
naczyniowe i okołoneuronalne skupienia w  korze mózgu szczura, 48 godz. po pod

w iązaniu tętnic szyjnych. PA S-dim edon-hem atoksylina. Pow. 400 X
Fig. 4. Glycogen grains in perikarya and processes of astrocytes in rat brain, 

12 h after carotid ligation. P A S-dim edon-hem atoxylin . X 200 
Rye. 4. Ziarnistości glikogenu w  perykariach i wypustkach astrocytów w  mózgu 
szczura, 12 godz. po podwiązaniu tętnic szyjnych. PA S-dim edon-hem atoksylina.

Pow. 200 X
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ski, Zelman, 1971), ischemia due to ligation of brain or spinal cord a r 
teries (Pronaszko et al., 1971; Long et al., 1972; Mossakowski et al., 
1973; Śmiałek et al., 1971; Mrsulia et al., 1975) and hypovolemic ische
mia (Sikorska, Śmiałek, 1974; Szumańska, Gadamski, 1974) as well as 
in acute carbon monoxide intoxication (Śmiałek et al., 1973; Korthals et 
al., 1973; Szumańska, 1973). An essential characteristic of posthypoxic 
glycogen accumulation consists in its reversible nature  and its localiza
tion either in the vicinity of irreversibly damaged areas in the tissue 
and/or mostly in tissue revealing no histological and ultrastructural le
sions whatever. Most glycogen deposits occur in the grey structures, 
above all in the cerebral cortex. They take the form of fine granular 
material lying loosely in the neuropile, very often with perivascuiar 
and less frequently perineuronal aggregations (Fig. 3). They are very 
common in the vicinity of astrocytic nuclei, and fill their perikarya  and 
processes (Fig. 4). At the electron microscope level they form abundant 
rosettes in perivascular astrocytic processes, in perikarya of astrocytes 
and in their processes not connected with vascular walls (Fig. 5). Their 
presence in neuronal processes is a very unusual feature. Neuronal 
glycogen deposition occurs very seldom. In our experimental material 
deposits were present only in cases of spinal cord moderate ischemia,

Fig. 5. Typical glycogen rosettes in swollen astrocytic processes in rat brain,
24 h after carbon monoxide intoxication. X 7400

Rye.  5. Typowe rozetki glikogenu w  obrzmiałych wypustkach astrocytarnych,
24 godz. po zatruciu tlenkiem węgla. Pow. 7400 X
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and occurred in large motor neurons accompanying neuropile and astro
cyte accumulation (Fig. 6).

In mature animals the glial glycogen deposits were confined exclusi
vely to the grey brain structures, while in animals with imm ature cen
tral nervous system they occurred also in the white matter, mostly in 
that of myelinating brain hemispheres. This could be seen both in 
asphyxiated newborn monkeys and 1-week old rats with bilaterally li
gated carotid arteries. The age of animals played also important role 
as far as the dynamics of the phenomenon was concerned .The age de
pendence of the dynamics of glycogen appearance and disappearance 
was most clearly demonstrated by polysaccharide accumulation in the 
brains of rats, the common carotid arteries of which were ligated at va
rious ages. The glycogen content in 1-week-old rats was significantly 
increased at 24th h after bilateral carotid ligation, while in 6-week-old 
ones some enhancement was present already after 12 hrs. Return to nor
mal glycogen level in the former age group occurred at the 3rd day, 
whereas in the latter is was far higher than  in controls, even after five 
days (Mossakowski et al., 1973). The dynamics of the process was also 
dependent on the kind of hypoxia. The glycogen content in the brain 
appeared higher much earlier after carbon monoxide intoxication than 
in the case of moderate brain ischemia or circulatory hypoxia (Śmiałek 
et al., 1973; Sikorska, Śmiałek, 1974). In asphyxiated newborn monkeys 
the greatest glycogen accumulation was noted at the 12th hour follo
wing experimental procedure, and its re tu rn  to normal occurred 4 days 
later. In the spinal cord ischemia glycogen deposition was first obser
ved as early as 30 min following abdominal aorta clamping. Full norma
lization of the histochemical picture occurred 7 days later.

The dynamics and degree of glycogen accumulation was influenced 
to a great extent by the tissue composition, as indicated by the diffe
rences in glycogen content increase in various portions of rabbit brains 
in the case of hypovolemic hypoxia.

In all our experiments glycogen deposition was accompanied by chan
ges in the activity of glycogen-metabolizing enzymes, UDPG-g tran s 
ferase and phosphorylases. They were expressed in the appearance or 
increase of UDPG-g transferase and phosphorylase activity in astrocy
tes in all the experiments (Fig. 7) and in neurons in the case 
of spinal cord ischemia (Fig. 8). The most striking feature consisted in 
the fact that the increase in UDPG-g transferase activity preceded m a
ximum accumulation of glycogen, this being most early reflected in the 
case of carbon monoxide intoxication. The greatest increase of phos
phorylase activity took place at the time of maximal glycogen deposi
tion.
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Fig. 6. Large motor neurons from the lumbar segm ent in cat sacrificed 12 h fo llo 
wing ligation of aorta. Different pattern of glycogen granules w ith in  neuronal 

cytoplasm. PAS-dim edon-hem atoxylin . X 600
Rye. 6. Duże neurony ruchowe odcinka lędźwiowego rdzenia kręgow ego u kota, 
12 godz. po podwiązaniu tętnicy głównej. Złogi g likogenu w  perikarialnej i w y-  

pustkowej cytoplazmie neuronu. PA S-dim edon-hem atoksylina. Pow. 600 X

Fig. 7. Subcortical w hite  matter in a monkey sacrificed 1 h after asphyxia . A stro
cytes with U DPG -glycogen transferase activity in their cytoplasm . X 460

Rye. 7. Istota biała podkorowa u małpy w  1 godz. po asfiksji. A strocytarna a k 
tywność transferazy UDPG. Pow. 460 X
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The same phenomenon, consisting in glycogen accumulation and in 
changes of glycogen-metabolizing enzymes activity occurred also in 
nerve cells and astrocytes cultured in vitro and subjected to anoxic 
conditions or to carbon monoxide intoxication (Kraśnicka, Renkawek, 
1972; Hoppe, 1974).

Glycogen accumulation resulted also from intracerebral injection of 
ouabain, a well known membraneous ATP-ase inhibitor, and leading 
when given intracerebrally  to profuse cytotoxic brain edema. In the 
above experimental conditions astrocytic aggregation of polysacchari
de, accompanied by considerable changes in glycogen-metabolizing en
zymes activity were observed (Fig. 9). Abnormal glycogen accumula
tion in these conditions deserves special attention because of its bilate
ral distribution exceeding by far the area of glycoside diffusion in the 
brain tissue, as indicated by radioisotopic studies of Towfighi and Go- 
natas (1973), the long duration of the process and its entirely different 
dynamics as compared to that in cases of brain hypoxia or ischemia 
(Zelman, Pronaszko-Kurczyńska, 1975).

Similar changes were observed by Szumańska et al. (1974) in experi
m ental vasogenic brain edema induced by brain compression caused by 
a supradurally  located balloon. However, they were much less prono
unced, this probably being related with early stages of brain edema. 
Their mechanism owing to dominating hemodynamic disturbances was 
considered to be similar to that in cases of brain ischemia.

In addition to the above mentioned generalized or focal brain patho
logy, glycogen accumulation occurs in some reversible neuronal dege
nerative processes, namely in cases of experimentally induced axonal 
reaction. Damage of the peripheral nerves, as in experiments of Szu
mańska and Rap (1971), resulted in polysaccharide accumulation in cer-

Fig. 8. Glycogen phosphorylase a activity in the anterior horn neurons in cat 
sacrificed 24 h after ligation of aorta. High enzyme activity  in neuronal cyto

plasm and processes. Takeuchi, Kuriaki. X 200
Rye. 8. A ktyw ność fosforylazy a w  rogu przednim rdzenia u kota w  24 godz. po 
podwiązaniu tętnicy głównej. Wysoka aktyw ność w  cytoplazmie perikarialnej 

i w ypustkow ej motoneuronów. Takeuchi, Kuriaki. Pow. 200 X

Fig. 9. Cerebral cortex of rat, 48 h follow ing intracerebral ouabain injection. 
Abundant astrocytic and neuropil glycogen deposits. PAS-dim edon-hem atoxylin .

X 200
Rye. 9. Kora mózgu szczura, 48 godz. po domózgowej injekeji ouabainy. Obfite 
ziarniste złogi glikogenu w  astrocytach i neuropilu. PA S-dim edon-hem atoksylina.

Pow. 200 X
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tain motor neurons, related with damaged axons. The phenomenon oc
curred at the time of advanced tigrolysis, and disappeared with tigroid 
formation. Increase of UDPG-g transferase and phosphorylases activi
ties, taking place at corresponding time intervals was an accompanying 
feature. The same phenomenon was represented by glycogen accumu
lation in neurons of dorsal root ganglia grown in vitro cultures. The 
polysaccharide accumulation and increased activity of the metabolizing 
enzymes disappeared at the time of tigroid reconstruction (Kraśnicka, 
1969).

The review of the literature and the presented results of our own 
experiments indicate that glycogen accumulation and abnormalities in 
the activity of glycogen-metabolizing enzymes are a nonspecific m ani
festation of disturbances of nerve tissue metabolism, accompanying va
rious pathological conditions. The full reversibility of the process, its 
occurrence in areas of entirely undamaged tissue or in elements of the 
latter  revealing features of reversible abnormalities (axonal reaction) 
allow to consider glycogen accumulation as a manifestation of early 
and reversible metabolic disturbances, showing no histopathological or 
u ltrastructural exponents. This process expresses undoubtedly abnor
malities in glucose metabolism. Time sequences of polysaccharide accu
mulation and variations in glycogen-metabolizing enzymes activity as 
well as isotope studies of Guth and Watson (1970) and Sikorska et al. 
(1975) are strongly suggestive of an increased glycogen synthesis ra ther  
than inhibition of its enzymatic breakdown. The mechanism of abnor
mal glycogen accumulation remains unknown. Numerous pathogenetic 
theories have been offered. The most attractive explanation of the phe
nomenon seems to be that based on the assumption of reduced glucose 
utilization by the tissue. The occurrence of glycogen accumulation in 
conditions of reduced tissue metabolism (reserpine, ether, barbiturates) 
or in cases of excess of glucose (alloxan-induced diabetes), as well as in 
processes, in which, owing to the preceding hypoxia, the rate  of m eta 
bolic processes is diminished (reduced protein and nucleotide biosynthe
sis, shown by Yap and Spector (1965) and Albrecht (1972) to folJow 
hypoxic accidents) is strongly suggestive of such a possibility. Astrocy
tic or mostly astrocytic localization of glycogen might be related with 
their transport functions, although our tissue culture studies indicate 
the possible role of disturbances of their own metabolism. Neuronal 
glycogen deposition according to Long’s and his colleagues (1972) opi
nion — occurs only in those nerve cells, which posses the necessary en
zymatic apparatus for glycogen synthesis. However, molecular mecha
nisms of glycogen accumulation still remain to be elucidated.
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ODKŁADANIE SIĘ GLIKOGENU W MÓZGU JAKO WYKŁADNIK  
ZABURZENIA PRZEMIANY GLUKOZY W NASTĘPSTWIE DZIAŁANIA  

RÓŻNYCH CZYNNIKÓW USZKADZAJĄCYCH

S t r e s z c z e n i e

Zawartość glikogenu w prawidłowym mózgu jest niewielka, a histochemicznie  
w ykryw alne złogi spotyka się tylko w  niektórych strukturach ośrodkowego uk ła 
du nerwowego. Zwiększenie zawartości tego polisacharydu w ystępuje jako zjawi
sko fizjologiczne w  okresie dojrzewania tkanki nerwowej oraz w  stanach pato
logicznych o różnej etiologii. Oprócz glikogenozy, w  której odkładanie się gliko
genu w ośrodkowym układzie nerwowym  jest w ynikiem  uwarunkowanego g en e 
tycznie zaburzenia przemiany, obserwowano gromadzenie się glikogenu jako zja
w isko przejściowe w  następstwie niedotlenienia, uogólnionego i miejscowego nie - 
dokrwienia, po zatruciu tlenkiem węgla, po domózgowym podaniu ouabainy oraz 
w innych procesach prowadzących do zaburzeń przemiany w  tkance nerwowej ale 
nie powodujących zmian strukturalnych, lub w yłącznie zmiany odwracalne. Zmia
nom zawartości glikogenu towarzyszą zaburzenia w aktywności enzym ów biorą
cych udział w  jego przemianie, UDPG-g transferazy i fosforylaz. Dynamika roz
woju tych zmian jest różna w  zależności od stopnia dojrzałości ośrodkowego u-  
kładu nerwowego, rodzaju czynnika patogennego oraz gatunku zwierząt dośw iad 
czalnych. Złogi glikogenu gromadzą się przede w szystkim  w  neuropilu, perikario- 
nach i wypustkach astrocytów, rzadko i tylko w  niektórych strukturach również 
w perikarionach dużych neuronów ruchowych. W dojrzałym mózgu glikogen ob
serw owano wyłącznie w strukturach szarych, w  niedojrzałym, a zwłaszcza mie- 
linizującym się również w istocie białej. Wzrost zawartości glikogenu, którego 
mechanizm nie jest wyjaśniony, stanowi niespecyficzny wykładnik zaburzeń prze
miany glukozy w  tkance nerwowej, wyprzedzający pojawienie się histologicz
nych i submikroskopowych uszkodzeń ośrodkowego układu nerwowego.

М. Я. Моссаковски, И. Б. Зельман

ОТЛОЖЕНИЕ ГЛИКОГЕНА  
В МОЗГУ, К А К  ПОКАЗАТЕЛЬ НАРУШЕНИЯ ОБМЕНА ГЛЮКОЗЫ  

В РЕЗУЛЬТАТЕ ДЕЙСТВИЯ РАЗЛИЧНЫ Х ПОВРЕЖ ДАЮ Щ ИХ ФАКТОРОВ

Р е з ю м е

Содержание гликогена в нормальном мозгу невелико, а> гистохимически
обнаружимые отложения встречаются только в некоторых структурах цнс. 
Увеличение содержания этого полисахарида выступает как физиологическое  
явление в период созревания нервной ткани и в патологических состояниях 
с разной этиологией. Кроме гликогеноза, при котором отложение гликогена
в цнс является результатом генетически обусловленного нарушения обмена,
наблюдалось накопление гликогена в цнс как преходящее явление в результате 
гипоксии, общей и местной ишемии цнс, после отравления окисью угле
рода, после внутримозгового введения оуабаина, а также других процессов,
приводящих к нарушениям обмена в нервной ткани, но не вызывающих 
каких-либо структурных изменений в цнс или вызывающих только обра
тимые изменения. Изменения содержания гликогена сопровождались нару
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шениями активности ферментов, участвующих в его обмене, УДФ Т-г транс- 
феразы  и фосфорилаз. Динамика развития этих изменений различна в зависи
мости от степени зрелости цнс, характера патогенного фактора и вида опытных 
животных. Отложения гликогена накапливаются преж де всего в нейропиле, 
перикарионах и отростках астроцитов, редко и только в некоторых структурах  
также в перикарионах больших двигательных нейронов. В зрелом мозгу 
гликоген наблюдали только в серых структурах, в несозревшем и, особенно, 
миелинизирующемся мозгу — также в белом веществе. Возрастание содержания  
гликогена, механизм которого не выяснен, является неспецифическим показа
телем нарушений обмена глюкозы в нервной ткани, опережающ им появление 
гистологических и субмикроскопических повреждений цнс.
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WPŁYW SUROWICY OD CHORYCH Z ZESPOŁEM 
MOCZNICOWYM, MOCZNIKA I KREATYNINY NA 

ORGANOTYPOWĄ HODOWLĘ TKANKI NERWOWEJ.

II. BADANIA MIKROSKOPOWO-ELEKTRONOWE
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Centrum Medycyny Doświadczalnej i Klinicznej PAN  

Kierownik Pracowni: doc. dr J. W. Borowicz

Doniesienie niniejsze zawiera drugą część badań morfologicznych do
tyczących wpływu surowicy od chorych z zespołem mocznicowym na 
organotypową hodowlę tkanki nerwowej. W pierwszej części przedsta
wiono obserwacje w mikroskopie świetlnym dotyczące zmian morfolo
gicznych i histoenzymatycznych (Kraśnicka 1977). Celem drugiej częś
ci badań jest ocena zmian u ltrastruk tura lnych  w 3-tygodniowych ho
dowlach móżdżku w tym samym układzie doświadczalnym.

MATERIAL I METODY

Materiał stanowiły 3-tygodniowe hodowle z móżdżku noworodków 
szczurzych z odpowiednich grup doświadczalnych: 1) z surowicą cho
rych z zespołem mocznicowym, 2) z mocznikiem, 3) z kreatyniną. Grupę 
czwartą stanowiły hodowle kontrolne. Szczegółowy układ doświadcze
nia przedstawiono w I części pracy (Kraśnicka 1977). Materiał ze wszy
stkich grup doświadczalnych utrwalono w aldehydzie glutarowym 1,6% 
w buforze fosforanowym o pH 7,4 oraz w 1% czterotlenku osmu w tym  
samym buforze. Materiał odwadniano w alkoholach o wzrastającym 
stężeniu i zatopiono w eponie 812. Ultracienkie skrawki skrawano w 
utramikrotomie Reicherta OmU 2 i kontrastowano octanem uranylu 
i cytrynianem  ołowiu. Zdjęcia wykonano w mikroskopie elektronowym 
JEM 7A. : J
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WYNIKI

G r u p a  I. Obserwacje mikroskopowo-elektronowe hodowli podda
nych działaniu surowicy od chorych z zespołem mocznicowym wykazują 
wyraźne zmiany w porównaniu z obrazem ultrastruktura lnym  komórek 
nerwowych i glejowych przetrzym ywanych w warunkach prawidłowej 
hodowli. W cytoplazmie dużych neuronów (komórki Purkinjego) spo
strzega się zanik szorstkiej siatki śródplazmatycznej, zmniejszenie iloś
ci rybosomów i polirybosomów oraz nieznaczne poszerzenie kanałów 
apara tu  Golgiego. Często spotyka się obrzmiałe mitochondria z jasną 
macierzą i z fragmentami uszkodzonych grzebieni (rye. 1). Cytoplazma 
tych komórek zawiera liczne, różnej wielkości lizosomy oraz kule lipi
dowe o zróżnicowanej gęstości elektronowej. Neurony małe odpowiada
jące komórkom warstwy ziarnistej wykazują mniejsze uszkodzenia. Ich 
siatka śródplazmatyczna jest zazwyczaj dobrze wykształcona wykazując 
typowe równoległe układy kanałów (ryc. 2), Mitochondria są wydłużo
ne, raczej liczne i drobne, o gęstej macierzy, z zachowanymi grzebie
niami. Tylko nieliczne mitochondria są obrzmiałe, jednakże w mniej
szym stopniu niż ma to miejsce w komórkach Purkinjego. W cytopHz- 
mie komórek ziarnistych występują liczne, drobne lizosomy, rzadziej 
spotyka się kuliste s truktury  lipidowe (ryc. 3). Aparat Golgiego w yka
zuje cechy przerostu (ryc. 4). Błona jądrowa i układ chromatyny dużych 
i małych neuronów przedstawiają się prawidłowo.

Aksony komórek nerwowych są przeważnie zmielinizowane. S truk tu 
ra mieliny wykazuje znaczne uszkodzenia polegające na rozwarstwieniu 
i na ograniczonym zatarciu budowy blaszek. Cytoplazma aksonów czę
sto pozbawiona typowych organelli zawiera drobne, kłaczkowate two- 
ry  (ryc. 5). Tylko w nielicznych aksonach widoczne są prawidłowo 
ukształtowane neurotubule.

Oligodendrocyty charakteryzuje cytoplazma o dużej gęstości elektro
nowej. Ich jądra wykazują charakterystyczne układy chromatyny ją-

Ryc. 1. Grupa I. Fragment komórki Purkinjego z obrzmiałymi mitochondriami 
(m), sfragmentaryzowaną szorstką siatką śródplazmatyczną. Widoczne są także 

formacje m ielinowe (My) i kule tłuszczowe (L). Pow. 15 000 X
Fig. 1. Group I. Fragment of Purkinje cell w ith  sw ollen  mitochondria (m) and 
fragm ented rough endoplasmic reticulum. My — myelin structures, L — lipid

bowls. X 15 000

Ryc. 2. Grupa I. Fragment komórki nerwowej w arstw y ziarnistej. Widoczna jest 
dobrze zachowana szorstka siatka śródplazmatyczna, złogi lipidowe i obrzmiałe

mitochondrium. Pow. 18 000 X
Fig. 2. Group I. Fragment of nerve cell from granular layer. Well preserved  
rough endoplasmic reticulum, lipids deposits and sw ollen  mitochondrium. X 18 000
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drowej i prawidłowo ukształtowaną błonę jądrową. W cytoplazmie oli- 
godendrocytów występują liczne lizosomy i krople lipidowe (ryc. 6). 
Siatka śródplazmatyczna szorstka złożona jest przeważnie z krótkich 
kanałów. Aparat Golgiego jest zazwyczaj dobrze rozwinięty i zawiera 
liczne, poszerzone kanały. Drobne, wydłużone mitochondria występują 
na ogół w niewielkich ilościach. Ich macierz jest zazwyczaj gęsta, a 
grzebienie dobrze wykształcone.

Astrocyty wykazują najbare ziej nasilone zmiany ultrastrukturalne. 
Kanały szorstkiej siatki śródplazmatycznej są bardzo poszerzone, two
rzą wakuole, na obwodzie których widoczne są niewielkie zgrupowania 
rybosomów. W niektórych komórkach obserwuje się znaczne odwar- 
stwienie zewnętrznej pochewki karioplazmy. Mitochondria są przeważ
nie obrzmiałe o małej gęstości macierzy, często pozbawione grzebieni 
lub zawierające tylko ich resztki (ryc. 7). W cytoplazmie astrocytów 
obecne są liczne lizosomy. Aparat Golgiego w poszczególnych komór
kach wykazuje zróżnicowany stopień przerostu (ryc. 8). Niektóre as tro 
cyty ulegają całkowitej dezintegracji. Komórki mikrogleju nie wykazu
ją większych nieprawidłowości w obrazie jądra  i cytoplazmy.

G r u p a  II.  Obserwacje mikrcskopowo-elektronowe hodowli podda
nych działaniu egzogennego mocznika w stężeniu 100 mg% wykazują 
nieznaczne odchylenia w porównaniu z hodowlami kontrolnymi. S truk 
tura  komórek Purkinjego i komórek ziarnistych jest prawidłowa. Akso-- 
plazma wypustek osiowych również nie wykazuje zmian. Obserwuje się 
natomiast zmiany w osłonce mielinowej wokół licznych włókien osio
wych. Zaburzenia s truktury  mieliny polegają przede wszystkim na roz
warstwieniu blaszek, które doprowadza do pojawienia się nieregular
nych przestrzeni pomiędzy jej poszczególnymi warstwami.

Oligodendrocyty wykazują przede wszystkim zwiększoną ilość lizoso- 
mów oraz obecność kul lipidowych (ryc. 9). W cytoplazmie oligodendro- 
cytów występuje wyraźnie wykształcony i rozbudowany aparat Gol-

Ryc. 3. Grupa I. Fragment komórki nerwowej z licznymi lizosomami i złogami 
tłuszczowymi. Wydłużone mitochondria z zachow anym i grzebieniami. Pow. 14000 X
Fig. 3. Group I. Fragment of nerve cell w ith numerous lysosomes and lipid depo

sits. Elongated mitochondria w ith preserved cristae. X 14 000

Ryc. 4. Grupa I. Fragment małego neuronu z dobrze zachowaną szorstką siatką 
śródplazmatyczną i licznymi drobnymi mitochondriami. Aparat Golgiego z ce
chami przerostu. Obok obrzękła osłonka m ielinow a z zatartą strukturą blaszek

(strzałka). Pow. 10 000 X
Fig. 4. Group I. Fragment of sm all neuron with w ell preserved rough endoplas
mic reticulum and numerous sm all mitochondria. Golgi apparatus with featu
res of hypertrophy. In the vicinity swollen m yelin  sheath with obliterated struc

ture of lam ellae (arrow). X 10 000
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giego z poszerzonymi kanałami (ryc. 10). Astrocyty i ich wypustki są 
obrzmiałe. Cytoplazma astrocytów o bardzo niskiej gęstości elektrono
wej zawiera nieliczne mitochondria przeważnie z prawidłową strukturą, 
różnej wielkości lizosomy oraz znaczną ilość ziaren glikogenu (ryc. 11). 
Zawartość gliofibrylli w poszczególnych komórkach jest zróżnicowana.

Hodowla poddana działaniu mocznika w stężeniu 200 mg % wykazu
je zmiany u ltrastrukturalne o podobnym charakterze. Zwiększenie stę
żenia mocznika w medium nieznacznie nasila cechy uszkodzenia cyto- 
plazmy komórek. Zmiany dotyczą jednakże większej liczby komórek 
glejowych: astrocytów i oligodendrocytów.

G r u p a  I I I .  Obserwacje hodowli po podaniu kreatyniny w stężeniu 
5 mg % do środowiska odżywczego, pozwalają na stwierdzenie zmian w 
strukturze komórek glejowych podobnych do opisanych w grupie z eg
zogennym mocznikiem. Zwiększenie stężenia kreatyniny do 10 mg % 
w środowisku wywołuje zmiany w większej ilości komórek glejowych. 
Natomiast charakter uszkodzeń raczej nie ulega zmianom. Najistotniej
sze nieprawidłowości, stwierdzone w tej grupie doświadczalnej, dotyczą 
komórek glejowych. Oligodendrocyty charakteryzuje zwiększona ilość 
lizosomów i obecność licznych kul lipidowych (ryc. 12). Astrocyty ule
gają obrzmieniu i zawierają liczne ziarna glikogenu tworzące agregaty 
w niektórych komórkach (ryc. 13). Neurony nie wykazują większych 
odchyleń w porównaniu z grupą kontrolną. Jedynie mitochondria 
w niektórych spośród nich ulegają obrzmieniu. Wyraźne natomiast są 
zmiany w strukturze mieliny, polegające na poszerzeniu przestrzeni 
pomiędzy blaszkami. W aksoplazmie obecne są dobrze zachowane neuro- 
tubule (ryc. 14).

OMÓWIENIE

Obserwacje mikroskopowo-elektronowe hodowli móżdżku poddanych 
działaniu surowicy chorych z zespołem mocznicowym, mocznika i k rea 
tyniny w poszczególnych grupach doświadczalnych potwierdzają po-

Ryc. 5. Grupa I. Zmiany w  budowie osłonki mielinowej, rozwarstwienie blaszek  
i częściowe zatarcie ich struktury; aksoplazma o niskiej gęstości elektronooptycz- 

nej z kłaczkowatym materiałem. Pow. 15 000 X
Fig. 5. Group I. Structural changes in myelin sheath : splitting of lamellae and 
partial obliteration of lamellar structure; axoplasm of low  electron density with

flake-like material. X 15 000

Ryc. 6. Grupa I. Fragment oligodendrocytu z licznymi kroplami lipidowymi. Pow.
15 000 X

Fig. 6. Group I. Fragment of oligodendrocyte with numerous lipid drops. X 15 000
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przednie spostrzeżenia morfologiczne przedstawione w I części pracy 
(Kraśnicka 1977). Największe nasilenie zmian u ltrastrukturalnych wy
stępuje w grupie z surowicą od chorych z zespołem mocznicowym. 
Obok zmian zwyrodnieniowych komórek glejowych obserwuje się tu  
wyraźne uszkodzenie neuronów polegające na obrzmieniu ich mitochon- 
driów i destrukcji elementów aksoplazmy. Uszkodzenia mieliny obser
wowane w mikroskopie świetlnym znajdują swój odpowiednik w obra
zach rrikroskopowo-elektronowych wszystkich trzech grup doświadczal
nych. Uszkodzenie mieliny jest jednakże najwyraźniejsze w grupie z su
rowicą od chorych z zespołem mocznicowym.

Podanie do tkanki nerwowej hodowanej in vitro  pojedynczego czyn
nika patogennego, mocznika bądź k rea tyn iny  wywołuje zmiany przede 
wszystkim w strukturze komórek glejowych. Nie obserwuje się 
natomiast zmian w mikrogleju. Obecność ziaren glikogenu w astrocy- 
tach, stwierdzona w grupie II (mocznik) i w grupie III (kreatynina), 
przemawia za mniejszym uszkodzeniem metabolicznym tkanki niż 
w grupie z surowicą od chorych z zespołem mocznicowym.

Badania mikroskopowo-elektrcnowe wskazują na odmienny charak
ter zmian zwyrodnieniowych w astro- i oligodendrogleju. Zróżnicowa
nie to daje się prześledzić we wszystkich grupach doświadczalnych, nie
zależnie od stężenia czynników patogennych. Oligodendrocyty obok 
zwiększenia ilości lizosomów wykazują nagromadzenie substancji lipi
dowych w cytoplazmie. W astrocytach występuje znaczne obrzmienie 
cytoplazmy z wybitnym poszerzeniem kanałów szorstkiej siatki śród
plazmatycznej.

Spostrzegana odrębność uszkodzenia astrocytów i oligodendrocytów 
nie ma charakteru swoistego dla toksyn mocznicowych. Podobne zmia
ny obserwowano po niedotlenieniu (Kraśnicka i wsp. 1973, 1976), po za
truciu tlenkiem węg]a (Korthals i wsp. 1973) i w następstwie zatrucia 
cyjankami (Mossakowski, Gajkowska 1976). W ydaje się zatem, że ro
dzaj reakcji komórek glejowych na działanie czynników uszkadzających 
uzależniony jest przede wszystkim od typu komórki i od jej funkcji.

Ryc. 7. Grupa I. Fragment astrocytu. Bardzo znaczne poszerzenie kanałów szor
stkiej siatki śródplazmatycznej (ER) i rozwarstwienie zewnętrznej pochewki kario- 
plazmy (strzałki). Obrzmiałe mitochondria całkow icie pozbawione grzebieni (m)

Pow. 27 COO X
Fig. 7. Group I. Fragment of astrocyte. Very pronounced dilatation of the rcugh 
cndoplasmic reticulum channels (ER) and spliting of external envelope of karyo- 
plasm (arrow s'. Sw ollen  mitcchcndria completely depleted of cristae (m). X 27 000
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Ryc. 9. Grupa II. Fragment oligodendrocytu z licznymi lizosomami i kulami
lipidowymi. MB — ciało w ieloblaszkowe. Pow. 12 000 X

Fig. 9. Group II. Fragment of oligodendrocyte w ith numerous lysosomes and
lipid bowls. MB — multilamellar body. X 12 000

W dostępnym piśmiennictwie nie spotkaliśmy danych dotyczących 
zmian ultrastrukturalnych  w mózgu w przebiegu mocznicy. Badano
natomiast w mikroskopie elektronowym materiał biopsyjny z nerwów 
obwodowych od chorych z mocznicą. Zarówno Appenzeller i wsp. (1971) 
jak i Cervos-Navarro i wsp. (1974) wykazali podobny charakter uszko
dzeń w wycinkach z nerwów obwodowych w przypadkach mocznicy. 
Zasadnicze zmiany polegały na odcinkowej demielinizacji, uszkodzeniu 
i zaniku aksonów, rozplemie komórek Schwanna oraz wzmożonej ilości 
glikogenu i ciał tłuszczowatych w ich cytoplazmie.

Ryc. 8. Grupa I. Fragment astrocytu z licznymi lizosomami; mitochondria  
obrzmiałe pozbawione grzebieni (m). Odcinkowo poszerzone zbiorniki aparatu Gol-

giego. Pow. 22 000 X
Fig. 8. Group I. Fragment of astrocyte w ith numerous lysosomes. Swollen m ito
chondria depleted of cristae (m). Cisterns of Golgi apparatus dilatated in some

fragments. X 22 000
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Ryc. 12. Grupa III. Fragment cligodendrccytu z 1 ule mi lipidowymi i drobnymi 
lizosomami w  cytoplazmic. Pow. 10 CCO X

Fig. 12. Group III. Fragment of oligodendrocyte w ith  lipid bowls and small ly-
sosomes in cytoplasm. X 10 000

Uwzględniając zasadnicze różnice pomiędzy materiałem biopsyjnym 
i doświadczalnym pochodzącym z hodowli tkankowej, należy podkreślić 
podobny charakter zmian wywołanych przez czynniki toksyczne wy
stępujące w zespole mocznicowym. Istotne jest przede wszystkim podo
bieństwo w reakcji komórek odpowiedzialnych za mielinizację w ukła
dzie nerwowym obwodowym i ośrodkowym — komórek Schwanna 
i oligodendrocytów.

Ryc. 10. Grupa II. Fragment oligodendrocytu z licznym i lizosomami, kulami lip i
dowym i i poszerzonymi zbiornikami aparatu Golgiego. Pow. 14 000 X

Fig. 10. Group II. Fragment of oligodendrocyte w ith numerous lysosomes, lipid 
bowls and dilatated cisterns of Golgi apparatus. X 14 000

Ryc. 11. Fragment hodowli z grupy II. Obrzmiałe w ypustki astrocytów z obfity
mi ziarnami glikogenu. Pow. 13 000 X

Fig. 11. Fragment of culture of group II. Sw ollen  astrocytic processes with abun
dant glycogen grains. X 13 000
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3. Красьницка, К. Ольшевска, E. Борович

ВЛИЯНИЕ СЫВОРОТКИ БОЛЬНЫХ С УРЕМИЧЕСКИМ СИНДРОМОМ, 
МОЧЕВИНЫ И КРЕАТИНИНА  

НА ОРГАНОТИПИЧЕСКУЮ КУЛЬТУРУ НЕРВНОЙ ТКАНИ

II. Электронномикроскопические исследования  

Р е з ю м е

Электронномикроскопические исследования культур, подвергнутых действию  
сыворотки больных с уремическим синдромом, мочевины и креатинина, под
тверждают предыдующие морфологические наблюдения, представленные в I 
части работы.

Наибольшая интенсивность ультраструктурных изменений установлена после 
введения сыворотки больных. В этой группе наблюдаются изменения в нейро
нах, заключающиеся в набухании митохондрий и деструкции аксоплазмы. Деге
неративные изменения глиозных клеток и повреждение структуры миелина 
наблюдаются е о  всех опытных группах, причем интенсивность этих симптомов 
наибольшая в группе I.

Электронномикроскопические наблюдения подтвердили иной характер деге
неративных изменений в астроцитах и в олигодендроцитах. Астроциты обна
руживают склонность к набуханию цитоплазмы и расширению каналов эндо- 
плазматической сети, а олигодендроциты накапливают чрезмерные количества 
жировых веществ.

Z. Kraśnicka, К. Olszewska, J. Borowicz

EFFECT OF SERUM FROM PATIENTS WITH UREMIC SYNDROME, UREA  
AND CREATININE ON ORGANOTYPIC NERVE TISSUE CULTURE

II. Electron microscopic studies

S u m m a r y

Electron-microscopic studies on a culture subjected to the action of serurn 
from uremic patients, urea and creatinine confirmed previous morphological f in 
dings presented in part I of the work.

The most pronounced ultrastructural changes followed the administration of 
serum. The changes in this group included sw elling of mitochondria and destruc
tion of axoplasm  in neurons. Degenerative changes in glial cells and myelin

Rye. 13. Grupa III. Nagromadzenie ziaren glikogenu w  w ypustce astrogleju. Pow.
16 000 X

Fig. 13. Group III. Accumulation of glycogen grains in astroglial process. X 16 000

Rye. 14. Grupa III. Uszkodzona wypustka osiowa. R ozwarstwienie blaszek mieliny. 
W aksoplazmie (A) widoczne neurotubule. Pow. 18 000 X

Fig. 14. Group III. Damaged axon and splitting of m yelin  lam ellae. Neurotubules
in axoplasm (A). X 18 000
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damage could be observed in all the experim ental groups, but w ere most in ten
sive in group I.

Electron-microscopic observations confirmed a different character of dege
nerative changes in astrocytes and oligodendrocytes. Astrocytes showed a ten 
dency to swelling of cytoplasm and dilatation of the rough endoplasmic reticu 
lum channels, w hile  oligodendrocytes accumulated an excess of lipid substan
ces.
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AKTYWNOŚĆ OKSYDAZY CYTOCHROMOWEJ 
W MITOCHONDRIACH MÓZGU NOWORODKA KRÓLIKA 

PO NARKOZIE HALOTANOWEJ

Pracownia Neuropatologii Rozwojowej Centrum M edycyny Doświadczalnej
i Klinicznej PAN  

Kierownik Pracowni: doc. dr med. M. Dąmbska
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Kierownik Zespołu: prof, dr med. M. J. Mossakowski 
Oddział Anestezjologii i Reanimacji Instytutu Gruźlicy 

Kierownik Oddziału: doc. dr med. M. Justyna

Eogate piśmiennictwo poświęcone wpływowi halotanu na ustrój ż y 
wy dotyczy głównie jego działania hepatotoksycznego. Liczba prac na 
temat zmian biochemicznych i zaburzeń czynnościowych stwierdzanych 
pod wpływem halotanu w ośrodkowym układzie nerwowym jest stosun
kowo niewielka (Cohen i wsp. 1964; Clark, Rosner 1973; Cohen 1973; 
Fink, Haschke 1973; Rosenberg, Haugaard 1973; Smith A.L. 1973; 
Smith A.L. i wsp. 1973; Smith H. 1973), a prace omawiające zmiany 
u ltrastruktura lne  w ośrodkowym układzie nerwowym zwierząt podda
nych działaniu halotanu należą do rzadkości (Chang i wsp. 1974).

Powszechne stosowanie narkozy halotanowej w klinice dziecięcej, 
ubóstwo piśmiennictwa na temat działania halotanu na ustrój niedoj
rzały i różnice w reakcji mózgu dojrzałego i dojrzewającego po zadzia
łaniu tego samego czynnika, skłoniły n rs  do zbadania wpływu halotanu 
na mózg w okresie rozwoju.

Bezpośrednim celem pracy było określenie aktywności oksydazy cy- 
tochromowej w mitochondriach półkul mózgu noworodków króliczych 
poddanych jednorazowej i dwukrotnej narkozie halotanowej.

MATERIAŁ I METODY

Pracę wykonano na 83 noworodkach króliczych, z których 19 użyto 
do ustalenia dawki narkotycznej halotanu, 21 służyło do doświadczeń,

N e u r o p a t o l o g i a  P o l s k a  — 3
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a pozostałe 43 stanowiły materiał kontrolny i służyły do określenia 
aktywności oksydazy cytochromowej w warunkach prawidłowych.

Dla ustalenia dawki narkotycznej halotanu wykonano dwa rodzaje 
doświadczeń: ze stężeniem par halotanu w komorze — 0,3—0,5% i ze 
stężeniem — 0,2—0,3%.

Noworodki królicze poddane w pierwszym dniu życia jednogodzinne
mu działaniu 0,3—0.5% halotanu padły, natomiast poddane jednogodzin
nemu działaniu 0,2—0.3% halotanu, przeżyły narkozę bez objawów cho
robowych. Dawkę 0,2—0,3% przyjęto jako dawkę narkotyczną halc- 
tanu.

Zwierzęta doświadczalne podzielono na dwie grupy. W pierwszej 
grupie — noworodki królicze poddawano narkozie halotanowej (0,2— 
—0,3%) w pierwszym dniu życia przez 60 minut. W drugiej grupie — 
narkozę halotanową (0,2—0,3%) powtarzano dwukrotnie — w pierw
szym dniu życia przez 60 minut i w czwartym dniu życia przez 30 mi
nut.

Znieczulanie królików przeprowadzano przy pomocy specjalnie zbu
dowanego obwodu znieczuleniowego, działającego na zasadzie metody 
otwartej znieczulenia wziewnego z jednokierunkowym przepływem po
wietrza. Ogólny układ urządzenia przedstawia załączony schemat (ryc. 
1). W skład urządzenia znieczulającego wchodziły: komora znieczule- 
niowa (1); parownik procentowy do halotanu Fluotec Mark 3 (2); worek 
rezerwowy na powietrze (3) i zmodyfikowany (z jednokierunkowymi 
zastawkami) worek oddechowy typu „Ambu” (4). Pojemność komory 
wynosiła 1 litr. Dno komory było równomiernie perforowane otworami
o średnicy 3 mm. W środku pokrywy znajdował się otwór wpustowy, 
przez który wchodziło do komory powietrze wraz z parami halotanu 
z szybkością 1,5—2 litra na minutę, wychodząc przez perforowane dno 
komory do otaczającej atmosfery. W ten sposób w komorze został za
pewniony jednokierunkowy przepływ powietrza wraz z określonym 
przez parownik stężeniem par halotanu, bez gromadzenia się dwutlenku 
węgla, który jako cięższy od powietrza wychodził na zewnątrz przez 
otwory w dnie komory. Szybkość przepływu powietrza przez komorę 
(1,5—2 l/min) określono na modelu próbnym posługując się przepływo
mierzem tlenowym. Wtłaczanie powietrza do worka rezerwowego uzy
skiwano przez ręczny ucisk worka typu „Ambu”, którego zastawka wy
dechowa została zatkana szczelną przykrywką gumową. W ten sposób 
wypływ zwrotny z worka typu „Ambu” został zamknięty, a worek re
zerwowy był stale wypełniony powietrzem w ilości około 5 litrów, 
dając ciągły przepływ powietrza przez parownik halotanowy, a następ
nie przez komorę znieczuleniową.
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Fluotec

Rye. 1. Zestaw do narkozy halotanowej używ any do doświadczeń. Komora znie- 
czuleniowa (1); parownik (2); worek rezerw ow y na powietrze (3); worek Ambu

(4).
Fig. 1. Equipment for halothane anesthesia used in experiments. Chamber for 

anesthesia (1); vaporizer (2); air deposit bag (3); Ambu bag (4).

Materiał do badań w pierwszej grupie doświadczalnej pobierano bez
pośrednio i w 24 godziny po jednorazowej narkozie, natomiast w d ru 
giej grupie — bezpośrednio i w 24 godziny po powtórnej narkozie,

Aktywność oksydazy cytochromowej badano w mitochondriach półkul 
mózgu. Tkankę homogenizowano w roztworze 0,32 M sacharozy w bu
forze Tris-HCl, pH 7,0. Homogenat wirowano dwukrotnie 10 minut X 
X 900 g. Nadsącz wirowano przez 20 minut X 10 000 g. Otrzymany 
osad zawieszano w roztworze 0,32 M sacharozy i nakładano na 0,8 M 
(pH 7,0) sacharozę, a następnie wirowano przez 30 minut X 54 000 g. 
Wszystkie czynności wykonywano w tem peraturze ± 4°C (Gray, Whitt- 
eaker, 1962). Swoistą aktywność oksydazy cytochromowej w mitochond
riach badano przy użyciu spektrofotometru Specord z rejestratorem, 
metodą Smitha i Stotza (1949). Środowisko inkubacyjne zawierało: cy- 
tochrom С  0,001 M; 2,6-dwuchlorofenoloindofenol — 6 mg%; bufor fo
sforanowy 0,07 M, (pH 7,0). Białko mitochondrialne oznaczano metodą 
Lowry i wsp. (1961). Aktywność oksydazy cytochromowej wyrażono 
zużyciem tlenu w м-1 0 2 X 10_3/min/mg białka. Dodatkowo wykonano 
badanie przy użyciu malonianu w celu hamowania aktywności dehydro
genazy bursztynianowej, która w tym  układzie, w związku z obecno
ścią endogennego bursztynianu, mogłaby zwiększać zużycie tlenu. Ba
danie to wykonane przy użyciu podwójnego stężenia malonianu wed
ług stałej inhibicji reakcji (Ki), nie wykazało równoczesnego zużywa
nia tlenu przez układ dehydrogenazy bursztynianowej. Obliczenia sta
tystyczne wykonano według wzoru Studenta.
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W Y N IK I

Wyniki badań aktywności oksydazy cytochromowej w półkulach móz
gu królika przedstawiono w tabeli 1 i na ryc. 2 i 3.

Aktywność oksydazy cytochromowej w mitochondriach mózgu króli
ka w pierwszych dziesięciu dniach życia, w normie, przedstawia ta 
bela 1 i ryc. 2.

W pierwszym dniu życia, w normie, aktywność enzymu jest najniż
sza i wynosi 100,3 M-l 0 2 X 10—3/min/mg białka. W drugim dniu życia 
wzrasta o 269,09% w stosunku do pierwszego dnia i jest wyższa o 83,44% 
w stosunku do trzeciego dnia. W czwartym dniu aktywność oksydazy 
cytochromowej obniża się o 37,77% w stosunku do trzeciego dnia i jest 
niższa o 47,56% w stosunku do piątego dnia. W dziesiątym dniu życia 
królika aktywność oksydazy cytochromowej wykazuje wzrost o 111,73% 
w stosunku do piątego dnia.

Aktywność oksydazy cytochromowej w mitochondriach mózgu kró - 
lika po narkozie halotanowej przedstawia tabela 1 i ryc. 3.

Bezpośrednio po jednorazowej narkozie halotanowej stwierdza się 
wzrost aktywności oksydazy cytochromowej o 101,69% w stosunku do 
kontroli. (W naszych badaniach kontrola odpowiada normie).

W dwudziestej czwartej godzinie po jednorazowej narkozie halota
nowej zaznacza się spadek aktywności oksydazy cytochromowej o 48,47% 
w stosunku do kontroli.

Bezpośrednio po powtórnej narkozie halotanowej stwierdza się spadek 
aktywności oksydazy cytochromowej o 22,54% w stosunku do kontroli

W dwudziestej czwartej godzinie po powtórnej narkozie halotanowej 
zaznacza się dalszy spadek aktywności oksydazy cytochromowej o 49,44% 
w stosunku do kontroli.

OMÓWIENIE

Uzyskane wyniki badań aktywności oksydazy cytochromowej w mito
chondriach mózgu królika poddanego działaniu narkozy halotanowej w y 
magają omówienia na tle zmian aktywności enzymu występujących w 
czasie rozwoju mózgu.

Wśród wyników uzyskanych w normie na szczególną uwagę zasługuje 
znaczny wzrost aktywności enzymu w drugim dniu życia, w porównaniu 
z jego aktywnością w pierwszym, trzecim i czwartym dniu. Szczytowy 
wzrost aktywności oksydazy cytochromowej w drugim dniu życia, joct 
związany prawdopodobnie z dojrzewaniem mózgu i wykształcaniem biał
kowych układów enzymatycznych. Wyjaśnienie tego zjawiska wymaga 
przeprowadzenia oddzielnych badań.
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Tabela 1. Aktywność oksydazy cytochromowej (//1 0 2 x 10-3 /m in/ mg białka) w mitochondrach półkul mózgu królika po narkozie halotanowej 

Table 1. Cytochrome oxidase activ ity  ( 1̂ 0 2 x IO 3 /min/ mg protein) in mitochondria of the rabbit brain following halothane anestheaia

Rodzaj doświadczenia 
Kind of experiment

Jednorazowa narkoza (w 1 dniu życia) 
Singlo anesthesia 

(in the 1st day of life)

Dwukrotna narkoza (w 1 i 4 dniu życia) 
Twice repeatod anesthesia 

(in the 1st and on tho 4th days of life)

Wiek i czas przeżycia 
Age and time of survival

1 dzień życia 
bezpośrednio 
po narkozie

2 dzień życia 
24 godziny 

po narkozio

4 dzień życia 
bezpośrednio 
po narkozie

5 dzień życia) 
24 godziny 

po narkozie

Grupa

Group

1st day of life 
directly 

after anesthesia

2nd day of life 
24 hrs 

after anesthesia

4th day of life 
directly 

after anesthesia

5th day of life 
24' hrs 

after anosthesia

Grupa doświadczalna ~x±  SEM P T ± S E M  P x ± S E M  P x ± S E M  P
Experimental group (5)n (5)n 

202,3 ± 12 ,1  <0,001 190 ,8±27 ,0  < 0 ,05
(4)n

97,3 ±  10,7 < 0 ,0 5
(8)n

121,1 ± 1 2 ,5  <0 ,01

Grupa kontrolna 
Control group

(8)n
100,3±7,7

(8)n
370 ,2±22 ,6

(8)n
125 ,6±5 ,7

(9)n 
239,5 ± 11 ,4

( )n —  liczba zwierząt
number of animals 

x i S E M  —  środnia arytmetyczna ±  średni błąd średniej
arithmetic mean ±  standard error of the moan 

P -— prawdopodobieństwo wg wzoru Studenta
probability calculated by the t-Student’s test

Nr 
1 

H
alotan 

a 
m

etabolizm
 

oun 
1

1
7
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Rye. 2. Aktywność oksydazy cytochromowej w  mitochondriach mózgu królika
w  warunkach prawidłowych.

Fig. 2. Cytochrome oxidase activity in mitochondria of rabbit brain in normal
conditions.

W grupie doświadczalnej, w pierwszym dniu życia, bezpośrednio po 
jednorazowej narkozie stwierdzono dwukrotny wzrost aktywności oksy
dazy cytochromowej w stosunku do wartości stwierdzanej w kontroli. 
W dwudziestej czwartej godzinie po jednorazowej narkozie, aktywność 
enzymu ulegała obniżeniu do około 50% w porównaniu z kontrolą. 
W czwartym dniu, bezpośrednio po powtórnej narkozie, zaznaczało się 
w stosunku do kontroli znamienne statystycznie obniżenie aktywności 
enzymu. W dwudziestej czwartej godzinie po powtórnej narkozie halo- 
tanowej, podobnie jak w dwudziestej czwartej godzinie po jednorazo
wej narkozie, obserwowano obniżenie aktywności oksydazy cytochromo
wej do około 50% w porównaniu z kontrolą.

Badania Cohena (1973), Rosenberga i Haugaarda (1973) oraz Smitha
(1973) wykazały odwracalny, hamujący wpływ narkozy halotanowej na 
oksydacyjną fosforylację w mitochondriach komórek nerwowych mózgu. 
Cohen i wsp. (1964), Hoech i wsp. (1966) i Theye i Michenfelder (1968) 
stwierdzili, że mózg człowieka w czasie narkozy halotanowej i skrawki 
mózgowe poddawane działaniu halotanu zużywają mniej tlenu w po
równaniu z materiałem kontrolnym. Śmiałek i Hamberger (1970) badając 
wpływ umiarkowanej hipoksji i ischemii na aktywność oksydazy cyto
chromowej w mitochondriach komórek nerwowych i glejowych m o rg u  
dorosłego królika wykazali, że umiarkowane niedotlenienie mózgu 
powoduje wzrost aktywności tego enzymu.
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Rye. 3. A.  Aktywność oksydazy cytochromowej w  mitochondriach mózgu królika  
bezpośrednio i w  24 godziny po jednorazowej narkozie halotanowej w  pierwszym  
dniu życia. B. A ktywność oksydazy cytochrom owej w  mitochondriach mózgu kró
lika bezpośrednio i w  24 godziny po narkozie halotanowej powtórzonej w  czwar

tym  dniu życia.
Fig. 3. A. Cytochrome oxidase activity in mitochondria of the rabbit brain direc
tly and 24 hrs after single halothane anesthesia in the 1st day of life. B. Cyto
chrome oxidase activity in mitochondria of the rabbit brain directly and 24 hrs 

after halothane anesthesia repeated on the 4th day of life.

W zestawieniu z powyższymi pracami wyniki naszych badań suge
rują, że zmiany aktywności oksydazy cytochromowej w mitochondriach 
mózgu królika poddanego narkozie halotanowej, są związane z niedo
tlenieniem mózgu.

W prowadzonych badaniach, jednorazowa narkoza halotanowa była 
stosowana w pierwszym dniu życia, w którym  metabolizm beztlenowy 
przechodzi stopniowo w metabolizm tlenowy i w którym  zapotrzebowa
nie tlenowe mózgu jest niskie. W związku z tym, narkoza halotanowa 
stosowana w pierwszym dniu życia prowadzi do umiarkowanego nie
dotlenienia mózgu, co może być przyczyną wzrostu aktywności oksyda
zy cytochromowej w mitochondriach komórek nerwowych i glejowych 
mózgu.

Badanie aktywności oksydazy cytochromowej wykonane w drugim 
dniu życia, po jednorazowej narkozie halotanowej i wykonane w czwar
tym  i piątym dniu życia, po powtórnej narkozie, wykazało obniżenie 
aktywności enzymu. Można to tłumaczyć większym zapotrzebowaniem
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tlenowym mózgu w tych dniach w porównaniu z pierwszym dniem 
życia i w związku z tym większym stopniem niedotlenienia mózgu spo
wodowanym przez narkozę halotanową.

Obniżenie aktywności oksydazy cytochromowej w mitochondriach 
półkul mózgu królika stwierdzane w dwudziestej czwartej godzinie po 
jednorazowej i powtórnej narkozie halotanowej sugeruje u trzym yw a
nie się zmian w funkcji i s trukturze mitochondriów. Przypuszczenie to 
znajduje poparcie w wynikach badań ultrastrukturalnych  Changa i wsp
(1974), którzy po przewlekłym stosowaniu halotanu u dorosłych szczu
rów, stwierdzili zmiany zwyrodnieniowe w dużej liczbie mitochondriów 
komórek nerwowych kory mózgu tych zwierząt.

JI. Дыдык, В. Хилгер, М. Юстына, М. Смялек

АКТИВНОСТЬ ЦИТОХРОМОКСИДАЗЫ В МИТОХОНДРИЯХ МОЗГА 
НОВОРОЖДЕННОГО КРОЛИКА ПОСЛЕ ГАЛОТАНОВОГО НАРКО ЗА

Р е з ю м е

Целью работы было определение активности цитохромоксидазы в мито
хондриях мозговых полушарий новорожденных кроликов, подвергнутых гало- 
тановому наркозу. Работа выполнена на 83 новорожденных кроликах. Ж ивотных  
подвергали галстаііОЕОму наркозу (0,2—0,3°/о) одно- или двукратно. Специфичес
кую активность цитохромоксидазы в митохондриях нервных и глиозных клеток 
мозговых полушарий исследовали спектрофотометрическим методом Смита и 
Стотца. Полученные результаты выявили возрастание активности цитохромо
ксидазы в первый день жизни непосредственно после однократного галотано- 
вого наркоза и снижение активности фермента через 21 часа после наркоза. 
Снижение активности цитохромоксидазы обнаружено также на 4-й день жизни  
непосредственно после второго галотанового наркоза, а также через 24 часа 
после второго наркоза. Обнаруженные изменения активности цитохромоксидазы  
в митохондриях нервных и глиозных клеток больших полушарий мозга кролика 
являются следствием гипоксии мозга, вызванной галотаном. Нарушения ф ун к 
ции митохондрий, вызванные наркозом, сохраняются на протяжении по крайней 
мере 24 часов.

L. Dydyk, W. Hilgier, М. Justyna, М. Śm iałek

CYTOCHROME OXIDASE ACTIVITY  
IN NEWBORN RABBIT BRAIN MITOCHONDRIA  

AFTER HALOTHANE ANESTHESIA

S u m m a r y

The cytochrome oxidase activity was determined in mitochondria of cerebral 
hemispheres of 83 newborn rabbits subjected to single or two times repeated 
anesthesia with 0.2—0.3% halothane. The activity was measured using the spec- 
trophotometric method of Smith and Stotz. Following single anesthesia in the 
first day of life, an increase of the enzyme activity was observed directly after 
exposure and a decrease 24 hrs later. A drop in the enzym e activity  w as also
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noted in ,the 4th day of life, directly and 24 hrs after the second anesthetic
treatment. The changes in the cytochrome oxidase activity of brain mitochond
ria result from brain hypoxia produced by halothane. Disturbances of m ito
chondrial function caused by anesthesia persist for at least 24 hrs.
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ULTRASTRUKTURA KOMÓRKI GWIAŻDZIAKA *)

Pracownia Ultrastruktury Układu Nerwow ego  
Centrum Medycyny Doświadczalnej i Klinicznej PAN  

Kierownik Pracowni: doc. dr J. W. Borowicz  
Zakład Neuropatologii Instytutu Psychoneurologicznego  

Kierownik Zakładu: prof. dr J. Dymecki

Nowotwory z grupy gwiaździaków charakteryzują się dużą różnorod
nością morfologiczną. Badania mikroskopowo-elektronowe tego typu no
wotworów są nieliczne. Do podstawowych opracowań na ten temat na
leżą prace Luse (1960), Raimondi i wsp. (1962), Duffel i wsp. (1908), 
Gullotta i Fliedner (1972) oraz Sipe i wsp. (1973).

W niniejszej pracy oceniono w mikroskopie elektronowym sześć 
gwiaździaków o różnej kwalifikacji histopatologicznej. Wszystkie przy
padki pochodziły z Kliniki Neurochirurgii Insty tu tu  Matki i Dziecka 
w Warszawie i dotyczyły dzieci w wieku od 10 miesięcy do 14 lat. Roz
poznanie histopatologiczne ustalono w Zakładzie Neuropatologii Insty
tu tu  Psychoneurologicznego w Warszawie.

Celem badań było poznanie u ltras truk tu ry  komórek gwiażdziaka 
u dzieci.

MATERIAŁ I METODY

Przedstawiona praca stanowi wyłącznie morfologiczny opis mikrosko- 
powo-elektronowy gwiaździaków, w związku z czym, pominięto całko
wicie dane kliniczne dotyczące poszczególnych przypadków.

Materiał do badań w mikroskopie elektronowym pobierano w czasie 
zabiegu operacyjnego. Wycinki utrwalono w 2% aldehydzie glutarowym 
i 1% 0 s 0 4, odwodniono w alkoholach i zatopiono w Eponie 812.

Zdjęcia wykonano w mikroskopie elektronowym JEM-7A.

* Praca w ykonana w ramach planu PR 6.15
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Rye. 1. Gwiaździak włókienkowy. Skrawek eponowy. Błękit toluidyny. Pow. 700 X 
Fig. 1. Fibrillary astrocytoma. Sem i-thin section. Toluidine blue. X 700

Rye. 2. Gwiaździak protoplazmatyczny. Skrawek parafinowy. H-E. Pow. 700 X 
Fig. 2. Protoplasmic astrocytoma. Paraffin section. H-E. X 700

Rye. 3. Gwiaździak częściowo anaplastyczny. Skrawek eponowy. Błękit toluidyny.
Pow. 700 X

Fig. 3. Astrocytoma partim anaplasticum. Sem i-th in  section. Toluidine blue. X 700

Rye. 4. Gwiaździak włosopodobny móżdżku. Skrawek parafinowy. H-E. Pow. 700 X 
Fig. 4. Pilloid astrocytoma. Paraffin section. H-E. X 700
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Tabela I. Zestawienie br.clanych przypadków

125

Nr Ploć Wiek Nr bed. Cochy nowotworu Rozpoznanie

1 chłopiec
D .P . 16 mies.

2 chłopiec
M.K. 2 lata

3 chłopioc
R .K . 4 1 ta

4 dnewc7.
A.D. 11 lat

! 84°— т Г4 4  Guz wielkości mandaryn- Gwiaździak włókienko-
ki przerastający okolicę wy (Astrocytoma fibril-
nerwów wzrokowych lare)

1978 Gaz zlokalizowany w dnie
komory IV i rdzeniu Gwiaździak
przedłużonym, naciekają- włókienkowy
с  /  pień mózga.

191 9 Gaz z okolicy skrzyżo
wania nerwów wzroko
wych

2000 Guz przedniej części pł v  
ta skroniowego lewego

Gwiaździak (boz dokła
dniejszego sprecyzowa
nia typu)

Gwiaździak protoplaz- 
m atyczny (Astrocytoma 
protoplasmaticum)

5 chłopioc 
E.D.

6 chłopiec 
M.N.

14 lat

8 lat

1785 — 1738 Rozległy guz w okolicy 
czołowo ciemieniowej le
wej na głębokości 2 cm

1973 Guz prawo j półkuli 
móżdżku

Gwiaździak częściowo 
anaplastyczny (Astro
cytoma partim anapla- 
sticum )

Gwiaździak włosopodo- 
bny móżdżku (Astrocy
toma pilocyticum ccebel- 
li)

WYNIKI

Klasyfikację gwiaździakćw mózgu w mikroskopie świetlnym ustala 
się na podstawie przewagi określonego typu komórek gwiaździstych 
występujących w guzie. W sześciu opisanych przez nas przypadkach 
gwiaździaka u dzieci zarówno lokalizacja guza jak i budowa morfolo
giczna obserwowana w mikroskopie świetlnym (rye. 1, 2, 3, 4) była 
typowa (Duffel i wsp. 1S63).

I. K o m ó r k i  n o w o t w o r o w e  c h a r a k t e r y s t y c z n e  d l a  
g w i a ź d z i a k a  w ł ó k i e n k o w e g o .  Komórki uznane za typowe 
dla gwiaździaka włókienkowego wyróżniały się obecnością licznych włó- 
kienek występujących w różnych obszarach cytoplazmy. W licznych 
komórkach włókienka występowały obficie w bezpośrednim sąsiedz
twie jądra  komórkowego. Często włókienka ułożone były obok siebi-з 
i tworzyły pęki włókien, które przechodziły z cytoplazmy przyjądro- 
wej do wypustek (ryc. 5). Komórki gwiaździaka włókienkowego miały 
zazwyczaj owalne jądro komórkowe z chromatyną skupioną przy bło
nie jzdrowej. Szorstka siatka śrćdplazmatyczna była słabo rozwinięta 
w postaci krótkich poszerzonych kanałów. Wolne rybosomy ułożone w
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Ryc. 7. Gwiaździak protoplazmatyczny. Fragm enty typowych komórek guza. N ie
liczne struktury cytoplazm atyczne i pojedyncze, bardzo delikatne włókienka

(strzałki). Pow. 12.000 X
Fig. 7. Protoplasmic astrocytoma. Fragments of typical neoplastic cells. Poor 

cytoplasmic structures, few  fine gliofibrilles (arrows). X 12 000

rozetki występowały w niewielkiej ilości. Aparat Golgiego składał się 
z krótkich, szerokich kanałów i z drobnych pęcherzyków. Obrzmiałe 
mitochondria występowały po kilka w komórce. Obserwowano również 
pojedyncze lizosomy.

Ryc. 5. Gwiaździak w łók ienkow y. W ypustka kom órkowa w ypełniona w łókienkam i 
w ychodzącymi z obszaru cytoplazmy przyjądrowej. Pow. 19.000 X. W dolnym rogu 

teka sem a komórka. Błękit toluidyny. Pow. 1700 X
Fig. 5. Fibrillary astrocytoma. Cellular process filled  by gliofibrilles, originating  
from perikaryon. X 19 0C0. In the right corner similar cell in sem i-thin section.

Toluidine blue. X 1 700
Ryc. 6. Gwiaździak włosopodobny móżdżku. Wypustka komórkowa wypełniona licz
nym i włókienkami. Widoczne osmofilne m asy materiału. Obraz odpowiadający  

wTłóknom Rosenthala. Pow. 10.000 X
Fig. 6. Pilloid astrocytoma. Cellular process filled up with abundant gliofibrilles. 
Accumulation of csm ophilic material. Typical picture of Rosenthal fibres. X 10 000
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W komórkach nowotworowych gwiaździaka włosopodobnego móżdżku 
(przyp. 6) obok włókienek wypełniających wypustki komórkowe wy
stępowały również osmofilne masy m ateriału  homogennego lub drob
noziarnistego (ryc. 6). Wypustki komórkowe zawierające osmofilne m a
sy materiału odpowiadały włóknom Rosenthala obserwowanym w mi
kroskopie świetlnym (Głuszcz i wsp. 1971; Gullotta, Fliedner 1972; Ose- 
towska 1975).

II. K o m ó r k i  n o w o t w o r o w e  c h a r a k t e r y s t y c z n e  d l a  
g w i a ź d z i a k a  p r o t o p l a z m a t y c z n e g o .  W odróżnieniu od ko
mórek gwiaździaka włókienkowego, komórki gwiaździaka protoplazma
tycznego zawierały niewiele włókienek, zazwyczaj występujących poje
dynczo w cytoplazmie. Swoją budową komórki te przypominały młody 
glej szeregu astrocytarnego. Jądro komórkowe było duże, często pofał
dowane licznymi wgłobieniami. Jednocześnie komórki te zawierały ogra
niczoną ilość struktur cytoplazmatycznych (ryc. 7). Szorstka siatka śród- 
plazmatyczna występowała w postaci pojedynczych krótkich kanałów. 
Owalne lub okrągłe mitochondria miały gęstą macierz. Licznie wystę
powały polirybosomy.

III. K o m ó r k i  t y p u  g e m i s t o c y t ó w .  Komórki gemistocytarne 
charakteryzowały się dużymi rozmiarami i obecnością licznych s truk tur  
nagromadzonych w cytoplazmie w stopniu większym niż w innych ty 
pach komórek (ryc. 8). Jądro komórkowe położone było zwykle mimo- 
środkowo. Szorstka siatka śródplazmatyczna zbudowana była z krótkich 
szerokich kanałów różnej wielkości. Aparat Golgiego był umiejscowio
ny w pobliżu jądra i składał się z wąskich kanałów i bardzo licznych 
drobnych pęcherzyków. Małe, okrągłe lub owalne mitochondria miały 
gęstą macierz. Licznie występowały lizosomy.

Ryc. 8. Gwiaździak włókienkowy. Komórka typu gemistocyta. Jądro położone 
brzeżnie, obfita cytoplazma, liczne struktury o charakterze lizosomów. Pow.

11.500 X. W dolnym rogu taka sama komórka. Błękit toluidyny. Pow. 170Ю X
Fig. 8. Fibrillary astrocytoma. Gem istocyte w ith  excentrically located nucleus, 
abundant cytoplasm containing numerous lysosom e-like  bodies. X 11 500. In the 

right corner similar cell in sem i-th in  section. Toluidine blue. X 1700 
Ryc. 9. Gwiaździak częściowo anaplastyczny. Komórka o niskim stopniu dojrza
łości. Bardzo duże wielopłatowe jądro, obok którego widoczny jest pęczek w łó 

kienek (strzałka). Pow. 9.500 X
Fig. 9. Astrocytoma partim anaplasticum. Immature neoplastic cell w ith  large, 
lobulated nucleus and narrow rim of cytoplasm. In perinuclear area bundle of 

gliofibrilles is seen (arrow). X 9 500
N e u r o p a t o l o g i a  P o l s k a  — 9
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IV. K o m ó r k i  n o w o t w o r o w e  o c e c h a c h  n i e d o j r z a ł o  ś- 
c i. We wszystkich sześciu badanych przypadkach, obok typowych ko
mórek nowotworowych opisanych powyżej, występowała pewna liczba 
komórek o różnej budowie morfologicznej. W przypadku gwiaździaka 
częściowo anaplastycznego, komórki te występowały obficie i wykazy
wały cechy niedojrzałości. Jądro komórkowe zajmowało prawie całą 
cytoplazmę, było wielopłatowe i niekiedy w jego sąsiedztwie występo
wały pęczki włókienek (ryc. 9). Często obserwowano również komórki 
z dużymi, wydłużonymi oraz nieregularnymi jądrami. Chromatyna 
była gęsto ułożona przy błonie jądrowej jak również w licznych sk u 
pieniach w obszarze całego jądra. W cytoplazmie tych komórek w y
stępowało niewiele struktur: nieliczne kanały siatki śródplazmatycznej 
i wolne rybosomy oraz pojedyncze mitochondria. Natomast licznie w y
stępowały włókienka cytoplazmatyczne (ryc. 10).

OMÓWIENIE

Wielu autorów (Ringertz, Nordenstam 1951; Henschen 1955; Ziilch
1956) uważa, że gwiażdziaki nadnamiotowe i podnamiotowe wykazują 
pewne różnice morfologiczne. Obserwowane przez nas przypadki guzów, 
z uwagi na ich lokalizację, można podzielić na dwie grupy: gwiażdziaki 
mózgu (Astrocytoma cerebrale) oraz gwiażdziaki móżdżku (Astrocyto
ma cerebellare).

W grupie guzów zlokalizowanych w mózgu i rozpoznanych jako 
gwiaździak włókienkowy najczęściej występują komórki opisane przez 
nas jako komórki gwiaździaka włókienkowego. Odpowiadają one opi
som mikroskopowo-elektronowym Luse (1958), Raimondi’ego i wsp. 
(1962), Duffela (1963). Komórki te zawierają liczne włókienka cytopla
zmatyczne, s truktury  o charakterze lizosomów oraz mitochondria, opi
sywane jako ,,dense mitochondria”. W gwiaździakach włókienkowych 
spostrzega się również komórki typu protoplazmatycznego i gemisto- 
cyty. Ich ilość jest różna w każdym przypadku. W przypadku gwiaź
dziaka protoplazmatycznego występują głównie komórki nowotworowe 
typu zarodziowego, jednakże reprezentowane są również komórki ty 
powe dla gwiaździaka włókienkowego. W omawianych przypadkach 
spotyka się jednocześnie komórki, które zaliczono do typu komórek 
nowotworowych o niskim stopniu dojrzałości.

W gwiaździaku częściowo anaplastycznym obficie występują komórki
0 morfologicznych cechach niedojrzałości. Są to komórki z dużym, wie- 
lopłatowym jądrem i z małą ilością cytoplazmy. Astrocyty te można 
porównać w pewnej mierze, z opisanymi przez Luse (1960) oraz Sipe’a
1 wsp. (1973), komórkami glejaka wielopostaciowego. W ydaje się, że
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Ryc. 10. Gwiaździak częściowo anaplastyczny. Jądro wydłużone, nieregularne, 
obfita chromatyna jądrowa. Wypustki kom órkowe zawierają w łókienka cyto- 
plazm atyczne (strzałki). Pow. 9.000 X. W dolnym rogu taka sama komórka.

Błękit toluidyny. Pow. 1700 X
Fig. 10. Astrocytoma partim anaplasticum. Elongated irregularly shaped nucleus 
with abundant karyoplasm. Cellular processes w ith  numerous gliofibrilles (ar
rows). X 9 000. In the right corner similar cell in sem i-th in  section. Toluidine

blue. X 1 700.

komórki o cechach niskiej dojrzałości zdolne są również do wytwarza
nia włókienek cytoplazmatycznych (ryc. 9, 10). Komórki o cechach nie
dojrzałości przypominają budową u ltrastruk tura lną  komórki glejaka nie- 
zróżnicowanego, jakie obserwowali Kroh i wsp. (1973) w nowotworach 
wywołanych doświadczalnie w mózgu u myszy. Jednakże w komór
kach uzyskanych doświadczalnie nie stwierdzono włókienek cytoplaz
matycznych.

Grupę guzów pochodzących z móżdżku reprezentował w naszych ba
daniach jeden przypadek: gwiaździak włosopodobny móżdżku. Gwiaź
dziak móżdżku cechuje się obecnością wydłużonych- i obfito-włókien- 
kowych komórek (Henschen 1955; Ziilch 1956). Guzy zbudowane z ta 
kich komórek nazywane są „pilocytic astrocytoma” (gwiaździak włcso- 
podobny) lub „spongioblastoma” (gąbczak biegunowy). Manuelidis (1972) 
na podstawie badań w mikroskopie świetlnym transplantatów z gwiaź-
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dziaków mózgu i gwiaździaków móżdżku do przedniej komory oka 
stwierdził różnicę we własnościach biologicznych obydwu guzów. Zaob
serwował on mianowicie, że w transplantatach pochodzących z gwiaź- 
dziaka móżdżku komórki zawsze wyróżniały się swoim wydłużonym 
kształtem, były dwubiegunowe oraz przypominały spongioblasty. 
W związku z tym  Manuelidis (1972) zaproponował nazwę „spongio
blastoma” jako najbardziej odpowiednią dla gwiaździaka móżdżku. Gul- 
lotta i Fliedner (1972) opisali w mikroskopie świetlnym i elektronowym 
12 przypadków „spongioblastoma”. Guzy te w hodowli tkankowej po
równali z hodowlą komórek gwiaździaka mózgu. Według tych autorów 
„spongioblasty” są wydłużonymi, dwubiegunowymi komórkami wypeł
nionymi pęczkami włókienek i w pierwszych okresach hodowli odpo
wiadają budową komórkom gwiaździaka włókienkowego, natomiast w 
okresach późniejszych wyraźnie wzrasta ilość włókienek cytoplazma- 
tycznych.

Opisany powyżej przypadek gwiaździaka włosopodobnego móżdżku 
wykazuje w badaniach mikroskopowo-elektronowych cechy charaktery 
styczne dla gąbczaka biegunowego. Występują typowe dla tego guza 
twory określane w mikroskopie świetlnym jako włókna Rosenthala, któ
re w mikroskopie elektronowym przedstawiają się jako wypustki ko
mórek wypełnione włókienkami, wśród których znajduje się homogen- 
ny lub drobnoziarnisty, osmofilny materiał. Obecne obserwacje u ltra- 
s trukturalne włókien Rosenthala zgodne są z badaniami Hossmanna
i Wechslera (1965), Głuszcza i wsp. (1971), Gullotty i Fliednera (1972) 
oraz Osetowskiej (1975). Włókna Rosenthala występują również w nie- 
nowotworowych procesach patologicznych (Osetowska 1975). Schlote 
(1966) przypuszcza, że powstawanie włókien Rosenthala może być spo
wodowane zmianami komórkowymi, podobnymi do występujących w 
dystrofiach spichrzających, stanowiącymi zaburzenie metabolizmu ca
łej komórki. Efektem tego jest fragmentacja włókienek i powstawanie 
złogów materiału homogennego lub drobnoziarnistego.

Badania u ltrastrukturalne nowotworów pozwalają na lepsze niż w 
mikroskopie świetlnym uchwycenie różnic morfologicznych poszczegól
nych typów gwiaździaków, jak i pojedynczych komórek w obrębie 
danego guza. Jednakże badania te nie pozwalają na ocenę całościowej 
organizacji tkanki nowotworowej.

Cechy obrazu mikroskopowo-elektronowego typowe dla poszczegól
nych badanych postaci guzów u dzieci można podsumować następująco.

a) w gwiaździaku włókienkowym licznie występują komórki zawiera
jące pęki włókienek cytoplazmatycznych;
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b) komórki charakterystyczne dla gwiaździaka protoplazmatycznego 
posiadają ograniczoną ilość s truktur cytoplazmatycznych;

c) w gwiaździaku częściowo anaplastycznym obficie występują k o 
mórki wykazujące cechy niedojrzałości;

d) w przypadku gwiaździaka włosopodobnego móżdżku obecne są 
włókna Rosenthala.

E. В. Борович, А. Данелевич, A. Jloecx, Б. Шмидт-Сидор  

УЛЬТРАСТРУКТУРА КЛЕТКИ АСТРОЦИТОМЫ  

Р е з ю м е

Исследовали электронно-микроскопическую картину опухолевых клеток в 6 
случаях астроцитомы у детей в возрасте 1 4/12 до 14 лет. Материал получали  
во время операции. Диагноз устанавливали при помощи светового микроскопа. 
Для ультраструктурных исследований материал подготавливали способом, обыч
ным для техники электронного микроскопа. Проведенные исследования выявили 
большую морфологическую разнородность клеток астроцитомы, а в особенности 
клеток частично анапластической астроцитомы, в которой имелись многочислен
ные астроциты с признаками незрелости, не позволяющие их классифицировать. 
В случае волосоподобной астроцитомы мозжечка, наряду с типичными опухоле
выми клетками, дополнительно появлялись волокна Розенталя.

Результаты настоящих исследований не показывают однозначно, пригодна 
ли электронномикроскопическая оценка опухоли при постановке диагноза. Од
нако можно предполагать, что ультраструктурные исследования позволяют 
лучше, чем в световом микроскопе, уловить морфологические признаки, кото
рыми отличаются как отдельные типы астроцитом, так и отдельные клетки 
в области данной опухоли.

J. W. Borowicz, A. Danielewicz, A. Loesch, В. Schmidt-Sidor  

ULTRASTRUCTURE OF ASTROCYTOMA CELLS 

S u m m a r y

Electron microscopic investigation of neoplastic cells has been carried out on 
6 astrocytomas in children aged 1 4/12 up to 14 years. The material for light and 
electron microscopic studies has been taken at operation. For ultrastructural 
study routine methods of tissue preparation were applied. The tumors were diag
nosed in light microscope. The studies in E.M. pointed out at great morpholo
gical variety of astrocytoma cells, in particular the cells of partly anaplastic 
astrocytoma. In this tumor numerous, im mature astrocytes which could not be 
classified, were found. In astrocytoma piloides besides rather typical neoplastic 
cells there appeared Rosenthal fibers.

Cn the ground of present investigations one cannot decide univocally, is the 
EM evaluation of the neoplasm helpful at the diagnosis. It is presumed that 
ultrastructural investigation allows the better orientation in morphological fea 
tures differing particular types of astrocytomas and particular cells within their 
area than in light microscope study.

http://rcin.org.pl



134 J. W. Borowicz i wsp. Nr 1

PIŚMIENNICTWO

1. Duffel D., Faber L., Chou S., Hartmann J. F., Nelson E.: Electron microsco
pic observations on astrocytomas. Am. J. Path. 1963, 43, 539—554.

2. Głuszcz A., Giernat L., Habryka K., A lw asiak  J., Lach В., Papierz W.: Ro
senthal fibres, biréfringent gliofibrillary changes and intracellular hom oge
nous conglomerate in tissue cultures of gliomas. Acta neuropath. (Berl.) 
1971, 17, 54—67.

3. Gullotta F., Fliedner E.: Spongioblastomas, astrocytomas and Rosenthal fibres, 
ultrastructure, tissue culture and enzyme histochemical investigations. Acta  
neuropath. (Berl.) 1972, 22, 68—78.

4. Henschen F.: Tumoren des Zentralnervensystem s und seiner Hullen. W: W. 
Scholz: Evkrahkungen des zentralen nervensystem s. Berlin: Springer 1955, 
Bd. XIII/3, 570—578.

5. Hossmann K. A., Wechsler W.: Zur Feinstruktur menschlicher Spongioblasto
ma. Dtsch. Z. Nervenheilk, 1965, 187, 327—351.

6. Kroh H., Majdecki T., Renkawek K.: Ultrastructure of experim ental brain 
gliomas in mice. Z. Krebsforsch. 1973, 80, 159— 168.

7. Luse S. A.: Ultrastructure of astrocytomas. Lab. Invest. 1958, 7, 401—417.
8. Luse S. A.: Electron microscopic studies of brain tumors. Neurology (Minne- 

ap.) 1960, 10, 881—905.
9. Manuelidis E. E.: Heterologous transplantation of cerebral and cerebellar  

astrocytomas. Acta neuropath. (Berl.) 1972, 20, 160— 170.
10. Osetowska E.: Choroba Rosenthala czy glej Rosenthala. Neuropat. Pol. 1975, 

XIII, 153— 163.
11. Raimondi A. J., Mullan S., Evans J. P.: Human brain tumors: an electron 

microscopic study. J. Neurosurg. 1962, 19, 731—753.
12. Ringertz, Nordestam H.: Cerebellar astrocytoma. J. Neuropath, exp. Neurol 

1951, 10, 343—367.
13. Schlote W.: Rosenthalsehen „Fasern” und Spongioblasten in Zentralnerven

system. II. Electronmikroskopische Unterschungen. Bedeutung der Rosenthal- 
schen Fasern. Beitr. path. Anat. 1966, (В), 461—480.

14. Sipe J. C., Herman M. M., Rubinstein L. J.: Electron microscopic observa
tions on human glioblastomas and astrocytomas maintained in organ culture 
system. Am. J. Path. 1973, 73, 589—606.

15. Zülch K. J.: Biologie und Pathologie der Hirngeschwülste. W: H. Olivercro- 
na, W. Tönnis: Handbuch der Neurochirurgie, Berlin: Springer 1956, Vol. 3., 
143— 146.

Adres autorów: Pracownia Ultrastruktury Układu N erwow ego Centrum Medy
cyny Doświadczalnej i Klinicznej Polskiej Akademii Nauk, 00-784 Warszawa,
Dworkowa 3.

http://rcin.org.pl



N E U R O P A T . PO L .,  1979, X V II,  1

ANDRZEJ SULINSKI, ZOFIA ZALEWSKA, KRYSTYNA SOSNOWSKA,
WŁODZIMIERZ BICZ

EFFECT OF INTOXICATION OF PREGNANT RATS 
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Organophosphorus pesticides are poisonous to the nervous system 
of mammals. Their action is mainly directed towards cholinesterases 
with the possibility of evoking a neurotoxic effect (Aldridge, Barnes, 
1966; Johnson, 1969b; 1970; Reiff et al., 1971). The mechanism of in
hibition of the activity of some esterases consists in the modification 
by phosphorylation of the active site of the enzyme (Aldridge, 1969; 
Johnson, 1969a, b; Awad et al., 1973). The effect of organophosphorus 
pesticides on myelination process in the nervous tissue has also been 
demonstrated (Maino, Karnovsky, 1961; Porcelatti, 1971).

In earlier studies the influence of poisoning of pregnant females 
with the organophosphorus insecticide Dichlorvos on Cholinesterase and 
oxidoreductase activity in the brain of the progeny has been demon
strated  at various periods of postnatal development (Zalewska et al., 
1977a, b). At present it was decided to compare in an analogous expe
rimental system the action of another pesticide — Trichlorphon, a struc
tural analogue of Dichlorvos, taking into account the relation between 
the chemical structure and the action of organophosphorus pesticides.

The study was undertaken to investigate the activity of acetylcholi
nesterase, cytochrome oxidase and succinate dehydrogenase in the bra 
ins of the progeny of rat females poisoned during pregnancy with 
Trichlorphon, with consideration of various periods of postnatal deve
lopment. For comparison the plasma Cholinesterase activity was also 
determined.

*) The study partly supported by the Polish Academy of Sciences, Research  
Programme 10.4.
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MATERIAL AND METHODS

Pregnant female albino rats weighing 230—250 g were used for the 
experiments. They were fed a standard diet and water ad libitum.  
The females were divided into 3 groups. Group 1 received Trichlor- 
phon in a 2% LD50 dose in 2 ml of aqueous solution, group 2 was 
given 10% LD50 in the same solution and group 3 (control) only 2 ml 
of water. The solutions were introduced orally in the last 7 days 
of pregnancy.

As LD50 was assumed 560 mg/kg body weight (Rusiecki, 1973). The 
enzymes activities were determined in the progeny after 1, 4, 8, 12, 16, 
24, 32, 48, 64 days of life (cholinesterases) or after 1, 4, 8, 12, 16, 32 
42 and 56 days (oxidoreductases). Cholinesterases were determined by 
the spectrophotometric method (Ellman et al., 1961) as described ear
lier (Pachecka et al., 1975). The enzymes were prepared in the form 
of a 10 per cent homogenate of the brain hemispheres in buffered 
0.25 M sucrose solution of pH 7.4 or heparinized blood plasma. Oxi
doreductases were determined in the mitochondrial fractions prepared 
after Moor and Jobsis (1970). Cytochrome oxidase was determined 
spectrophotometrically according to Smith (1954) and succinate dehy
drogenase activity by the spectrophotometric method of King (1963). 
The details of preparation of the mitochondrial fraction and of enzyme 
activity determination were described in an earlier paper (Zalewska 
et al., 1977b). Protein was determined by the biuret method (Layne,
1957) directly in the plasma or after solubilization with 1 per cent so
dium deoxycholate in the mitochondrial fractions.

Trichlorphon (Dipterex) — 0,0-dimethyl-l-hydroxy-2,2,2-trichlorethyl- 
phosphate (97.85%) was prepared in the Institute of Physical Chemi
stry, Polish Academy of Sciences.

RESULTS

C h o l i n e s t e r a s e s .  Figure 1 presents the changes in acetylcho
linesterase activity in the brain during individual development of the 
progeny of control female rats and those subjected to poisoning. The 
activity of the enzyme in the control animals increased from the 1st 
to the 48th day of life, reaching a level which remained constant tili 
the 64th day. The most pronounced rise of activity occurred between 
the 1st and the 24th day of individual development. In the progeny 
of mothers fed during pregnancy with Trichlorphon in doses of 2 per 
cent LD50 the enzyme activity in the brains of one-day animals did 
not differ from the control activity. Cn the 4th and 8th day of life 
an increase of the activity was noted, and on the 32nd day and at
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Fig. 1. Effect of pregnant rats intoxication with Trichlorphon on the brain a c e 
tylcholinesterase activity in the progeny during postnatal development. Levels 
are shown as mean values ± S.E.M. from 6 animals. * — statistical significance

p <  0.05.
Rye. 1. W pływ zatrucia ciężarnych samic Trichlorfonem na aktywność acetylo- 
cholinoesterazy mózgu u potomstwa w  różnych okresach rozwoju osobniczego. 
Wyniki przedstawione jako średnie arytm etyczne ± średnie odchylenie od śred

niej dla 6 szczurów. * znamienność statystyczna p ^  0,05.

fu rther  times of measurement, the enzyme activity decreased. The pro
geny of the mothers poisoned with a 10 per cent LD50 dose showed 
after the 1st day of life a significantly depressed acetylcholinesterase 
activity as compared with that of the controls. In 4-day rats a stimu
lation of acetylcholinesterase activity was observed. The activity decre
ased on the 16th day and this persisted until adult age.

Changes in plasma Cholinesterase activity are shown in Figure 2. 
The activity increased in the control animals after birth, then decre
ased on the 24th day and remained at the  same level until the last 
investigated stage of development. In rats derived from females poiso
ned with 2 per cent LD50, a stimulation of Cholinesterase activity was 
observed on the 1st day of life and then a decrease up to the 16th day. 
In 24-day-old animals the activity was close and in 32-day and older 
individuals identical to that in the control animals. The progeny of 
females poisoned with a 10 per cent LD50 dose showed a strong inhi
bition of Cholinesterase activity which persisted up to the 16th day. 
After this period it returned to control value.
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Fig. 2. Effect of pregnant rats intoxication with Trichlorphon on the plasma Cho
linesterase activity in the progeny during postnatal development. For exp lan a

tions see Fig. 1.
Rye. 2. W pływ  zatrucia ciężarnych samic Trichlorfonem na aktywność cholinoe- 
sterazy osocza u potom stwa w  różnych okresach rozwoju osobniczego. O bjaśnie

nia jak w  rye. 1.

As may be concluded from the data presented in Figures 1 and 2, 
Trichlorphon administered to pregnant females produces changes in ace
tylcholinesterase activity of the brain and plasma Cholinesterase of 
the progeny. These changes are most pronounced on the 16th day of 
life, bu t do not seem to be of major importance since the enzyme acti
vity rapidly returns to control level. On the other hand, the changes 
in brain acetylcholinesterase are more pronounced and persist even 
after the rats reach adult age.

O x i d o r e d u c t a s e s .  Changes in cytochrome oxidase activity of 
the mitochondrial fraction of the rat brain in various periods of deve
lopment following intoxication during pregnancy with Trichlorphon are 
shown in Figure 3.

As shown a significant enhancement of cytochrome oxidase activity 
accompanies the period of rapid myelination. The highest rise of the 
activity falls to the period from the 1st to the 16th day of life. From 
the 16th to the 56th day of life this activity shows no major changes. 
In this period the activity of the enzymes was identical to that p re 
viously observed in m ature  individuals (Sitkiewicz, Zalewska, 1975). In 
the period of rapid increase of activity between the 1st and the 16th
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Fig. 3. Effect of pregnant rats intoxication w ith  Trichlorphon on the brain cyto
chrome oxidase activity in the progeny during postnatal developm ent. For e x 

planation see Fig. 1.
Rye. 3. Wpływ zatrucia ciężarnych samic Trichlorfonem na aktyw ność oksydazy  

cytochromowej mózgu u potomstwa w  różnych okresach rozwoju osobniczego.
Objaśnienia jak w rye. 1.

day of life, the influence of intoxication of the mothers with 2 and 10 
per cent LD50 doses of Trichlorphon became manifested. In the progeny 
of the poisoned mothers in this period of development a depression 
of cytochrome oxidase activity by 10—30 per cent was observed. The 
difference was statistically significant only for the higher dose. А Л  
later periods of individual development the oxidase activity reached 
a level close to the control value.

As shown in Figure 4 the effect on the succinate dehydrogenase was 
similar to that on the cytochrome oxidase activity. From the 1st to 
the 16th day of life the activity of the enzyme increased in the control 
rats, reaching the level characteristic for the brain of m ature  rats 
(Sitkiewicz et al., 1977). The effects of Trichlorphon administration to 
the mothers became apparent in the offspring in the early period of 
postnatal life. The pesticide given to the mothers in a 10 per cent LD50 
dose caused in the progeny a statistically significant depression of suc
cinate dehydrogenase activity between the 1st and 12th day of life. 
From the 16th day on, the activity of this enzyme returned to values 
close the control level.
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Fig. 4. Effect of pregnant rats intoxication with Trichlorphon on the brain succi
nate dehydrogenase activity in the progeny during postnatal development. For

explanation see Fig. 1.
Rye. 4. W pływ zatrucia ciężarnych samic Trichlorfonem na aktyw ność dehydroge
nazy bursztynianowej mózgu u potomstwa w  różnych okresach rozwoju o sobn i

czego. Objaśnienia jak w  rye. 1.

DISCUSSION

It was demonstrated in earlier papers that Trichlorphon has a signifi
cant effect on acetylcholinesterase (Pachecka et al., 1977) and mito
chondrial oxidoreductase activity (Sitkiewicz, Zalewska, 1975) in adult 
rat brain. In the study on the consequences of intoxication with orga- 
nophosphorus pesticides for the metabolism of the central nervous s y 
stem during development, it seemed useful to investigate the influence 
of poisoning of pregnant females with this pesticide on acetylcholine
sterase, cytochrome oxidase and succinate dehydrogenase activity in the 
brains of the offspring at various stages of postnatal development.

In the present study the females were poisoned in the last 7 days 
of pregnancy. Enzymes activities were measured from the 1st day of 
extrauterine life to the period of full structural and functional m aturity  
of the brain. The time intervals at which measurements were made
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represented the main periods of brain development and of the myeli- 
nation process. The experimental model allowed the observation of 
both prim ary and secondary changes due to the pesticide or its m eta 
bolites.

The experimental model adopted seemed very suitable since in the 
embryonal stage the blood-brain barrier is not fully efficient. Thus 
at this stage of development any xenobiotic may affect most readily 
the structural and functional development of the nervous tissue (Dob- 
bing, 1968).

The present work revealed changes in the brain and plasma Choli

nesterase activities in the progeny of the intoxicated females. This 
seems to suggest that Trichlorphon or its metabolites are transported 
through the placental barrier and penetrate further through the blood- 
-brain barrier of the fetus. The depression of mitochondrial oxidoreduc- 
tase activity may be associated either with its direct inhibition by the 
pesticide or its active metabolites or with disturbances of the biosyn
thesis of these enzymes.

The lowering of the cytochrome oxidase and succinate dehydrogenase 
activities might lead to changes in myelin formation (Brady, 1960). 
The reduced activity of both enzymes in the period of rapid myelina- 
tion may cause a delay in the termination of the process. The lowered 
acetylcholine activity persisting up to the 64th day of life m ay be ~ 
considered as an evidence of irreversible disturbances in the structure  
and function of the central nervous system. Similar effects were ob
served in earlier analogous experiments with Dichlorvos which, accor
ding to some suggestions, may have common metabolic pathways with 
Trichlorphon (Zalewska et al., 1977a, b).

A. Suliński, Z. Zalewska, К. Sosnowska, W. Bicz

WPŁYW SRÓDCIĄZOWEGO ZATRUCIA SZCZURA TRICHLORFONEM  
NA AKTYWNOŚĆ ACETYLOCHOLINOESTERAZY,

OKSYDAZY CYTOCHROMOWEJ I DEHYDROGENAZY  
BURSZTYNIANOWEJ MÓZGU POTOMSTWA PODCZAS ROZWOJU

S t r e s z c z e n i e

Oznaczano aktywność cholinoesterazy osocza oraz acetylocholinoesterazy, oksy
dazy cytochromowej i dehydrogenazy bursztynianowej w  mózgach potom stwa po 
zatruciu ciężarnych samic Trichlorfonem. Pestycyd podawano per os w  dawkach  
2% i 10°/o LD5o podczas ostatniego trymestru ciąży. A ktywność oksydoreduktaz  
oznaczano we frakcjach mitochondrialnych półkul mózgu potom stwa w  różnych  
okresach rozwoju osobniczego (od 1 do 64 dnia życia). Sródciążowe zatrucie Tri
chlorfonem powodowało zmiany w  aktywności oksydoreduktaz mitochondrialnych  
i acetylocholinesterazy w  mózgach potomstwa. W pierw szym  okresie życia (od 
1 do 16 dnia) wykazano obniżoną aktywność obu oksydoreduktaz. A ktyw ność асе-
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tylocholinoesterazy była wyraźnie obniżona w  okresie od 16 do 64 dnia życia, 
natomiast aktywność cholinoesterazy osocza była obniżona tylko w  początkowym  
okresie życia (do 16 dnia). Zmiany powyższe w ykazują zbieżność czasową z okre
sem mielinizacji ośrodkowego układu nerwowego.

А. Сулиньски, 3. Залевска, К. Сосновска, В. Бич

ВЛИЯНИЕ ОТРАВЛЕНИЯ ТРИХЛОРФОНОМ КРЫСЫ ВО ВРЕМЯ  
БЕРЕМЕННОСТИ НА АКТИВНОСТЬ АЦЕТИЛХОЛИНЭСТЕРАЗЫ, 

ЦИТОХРОМОКСИДАЗЫ И СУКЦИНАТДЕГИДРОГЕНАЗЫ  
В МОЗГУ ПОТОМСТВА ВО ВРЕМЯ РАЗВИ ТИЯ

Р е з ю м е

Определяли активность хсшинэстеразы плазмы и ацетилхолинэстеразы, цито- 
хромоксидазы и сукцинатдегидрогеназы в мозгах потомства после отравления 
беременных самок трихлорфоном. Пестицид вводили через рот в дозах 2 и 10°/о 
ЛД50 во время последнего триместра беременности. Активность оксидоредуктаз  
определяли в митохондриальных фракциях мозговых полушарий потомства 
в различные периоды онтогенеза (от 1-го до 64-го дня жизни) Отравление три
хлорфоном во время беременности вызывало изменения в активности мито
хондриальных оксидоредуктаз и ацетилхолинэстеразы в мозгах потомства. 
В первом периоде ж изни (от 1-го до 16-го дня) показана сниженная активность 
обеих оксидоредуктаз. Активность ацетилхолинэстеразы была явно снижена  
в период от 16-го до 64-го дня жизни, а активность холинэстеразы сыворотки 
была снижена только в начальный период жизни (до 16-го дня). Изменения  
коррелируют с периодом миелинизации центральной нервной системы.
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Patomechanizm encefalopatii wątrobowej w egzogennych uszkodze
niach wątroby nie został jednoznacznie wyjaśniony i stanowi nadal 
przedmiot licznych prac doświadczalnych. Mossakowski i wsp. (1970a) 
stwierdzili, że uszkodzenie wątroby wywołane czterochlorkiem węgla 
prowadzi do rozwoju pełnego morfologicznego zespołu encefalopatii w ąt
robowej. Obok typowych nieprawidłowości glejowych stwierdzono 
zwiększenie przepuszczalności naczyń mózgu dla soli srebra, groma
dzących się w elementach struktura lnych  tkanki nerwowej. Ten typ za
burzeń przepuszczalności naczyń może odgrywać istotną rolę w patolo
gii ludzkiej, sprzyjając przenikaniu z krwi do mózgu drobnocząstecz- 
kowych substancji chemicznych, wywierających działanie uszkadzające 
metabolizm i s truk tu rę  tkanki. Do takich substancji może między inny
mi należeć miedź. W badaniach prowadzonych w hodowli tkankowej 
Mossakowski i wsp. (1970b) wykazali, że pod wpływem egzogennych soli 
miedzi dochodzi do powstawania nieprawidłowych postaci gleju typo
wych dla encefalopatii wątrobowej. Komórki te, przede wszystkim ko
mórki Opalskiego gromadzą obfite złogi miedzi (Mossakowski i wsp. 
1977). Rozwój nieprawidłowości s truk tu ra lnych  gleju oraz gromadzenie 
miedzi można było zahamować przez podawanie penicylaminy. Na moż
liwy udział miedzi w kształtowaniu encefalopatii wątrobowej wskazują 
również obserwacje Śmiałka i Mossakowskiego (1974), którzy stwierdzili 
jej nieprawidłowe nagromadzenie się w poszczególnych strukturach  
mózgu, wykazując równocześnie zależność nasilenia uszkodzeń tkanko
wych od zawartości miedzi. Podobnie W ender i Kozik (1973) znajdo
wali zwiększoną zawartość miedzi w mózgu w przypadkach przewlek
łej encefalopatii wrotno-układowej. W oparciu o całokształt dotychcza-
N e u r o p a t o l o g i a  P o l s k a  — 10
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sowych spostrzeżeń (Mossakowski i wsp. 1970, 1975, 1977; Renkawek 
i wsp. 1973) wysunięto hipotezę, że patogenetyczna rola miedzi polega 
na upośledzeniu produkcji endogennego a-oksoglutaranu, stanowiącego 
wyjściowe ogniwo głównej drogi detoksykacji amoniaku w ośrodko
wym układzie nerwowym.

Celem badań było określenie zawartości miedzi w półkulach mózgu, 
móżdżku, wątrobie oraz w surowicy krwi u szczurów, u których w y
woływano marskość wątroby przez podawanie czterochlorku węgla.

MATERIAŁ I METODY

Badania przeprowadzono na 60 szczurach, szczepu Wistar, samicach. 
Wiek zwierząt przy rozpoczęciu doświadczenia wynosił 2 miesiące. U sz 
kodzenie wątroby wywołano u 38 szczurów doświadczalnych, k tórym  
podawano co drugi dzień iniekcje czterochlorku węgla w płynnej pa
rafinie w objętości 0,1 ml czterochlorku węgla na 100 g ciężaru ciała, 
wg metody opisanej przez Georgijewa i wsp. (1968). Czternaście zwie
rząt kontrolnych otrzymywało iniekcje płynnej prafiny. Badania ob
jęły również 8 zwierząt nie poddanych żadnym zabiegom doświadczal
nym.

Zwierzęta zabijano przez dekapitację, bez narkozy, w grupach po 
upływie 2, 4 i 6 miesięcy od rozpoczęcia doświadczenia. W celu unik
nięcia zmian związanych z wiekiem, doświadczenie ustawiono w ten 
sposób, że wszystkie zwierzęta zabijano w wieku 8 miesięcy.

Do badań pobierano lewą i prawą półkulę mózgu, móżdżek, wątrobę 
oraz surowicę krwi. Mózg i wątrobę suszono w temperaturze około 
100°C do uzyskania stałej wagi, a następnie mineralizowano w kolbach 
Kjeldahla w mieszaninie 0,5 ml stężonego kwasu siarkowego, 1 ml 
60% kwasu nadchlorowego i 3 ml stężonego kwasu azotowego. Poziom 
miedzi oznaczano w mineralizatach tkankowych oraz w surowicy krwi 
(bez mineralizacji) przy użyciu spektrofotometru absorpcyjno-atomo- 
wego f-m y Jarrall-Ash wg standardowej metody Jarrall-Ash. Zawar
tość miedzi wyrażano w nmol miedzi na 1 g suchej tkanki (dla obu 
półkul mózgu, móżdżku i wątroby) oraz w M-mol miedzi na 1 1 suro
wicy.

Analizę statystyczną danych przeprowadzono przy pomocy testu 
t-S tudenta i Q Dixona.

WYNIKI

Uzyskane wyniki przedstawiono w tabeli 1 i na ryc. 1. Stwierdzono, 
że w grupie doświadczalnej z 2-miesięcznym przeżyciem nie występo
wały zmiany w zawartości miedzi, zarówno w mózgu, móżdżku, jak i w 
wątrobie oraz w surowicy krwi w stosunku do odpowiedniej grupy
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Rye. 1. Zawartość miedzi w  mózgu i wątrobie w  różnych okresach encefalopatii
wątrobowej.

Fig. 1. Copper content in brain and liver in different periods of hepatic ence
phalopathy.

kontrolnej. W grupie z 4-miesięcznym przeżyciem zawartość miedzi 
w lewej półkuli mózgu i w móżdżku nie różniła się w sposób znamien
ny od stwierdzanej u zwierząt kontrolnych. Natomiast w prawej pół
kuli mózgu zaznaczył się niewielki lecz statystycznie znamienny i w y
noszący około 20% wzrost zawartości miedzi. W tym  samym czasie w 
wątrobie stwierdzono około 15% spadek zawartości metalu. W grupie 
6-miesięcznej wystąpił wyraźny wzrost zawartości miedzi we wszy
stkich s trukturach ośrodkowego układu nerwowego, wynosząc dla obu 
półkul mózgu około 40%, a dla móżdżku około 35%. W tej samej grupie 
zawartość miedzi w wątrobie była około 75% wyższa w stosunku do 
kontroli. Poziom miedzi w surowicy krwi zwierząt doświadczalnych 
i kontrolnych nie różnił się od siebie w sposób statystycznie znamien
ny, wynosząc u zwierząt kontrolnych 0,31 ± 0,06 ц -mol/l, a u doświad
czalnych 0,29 ± 0,06 n.mol/1.

W tabeli 2 przedstawiono zmiany zawartości wody w badanych tkan 
kach. Stwierdzono, że w grupie zwierząt doświadczalnych, z 6-miesięcz- 
nym przeżyciem występował statystycznie znamienny przyrost zawar
tości wody w mózgu i w móżdżku, wynoszący około 5%.

OMÓWIENIE

Zawartość miedzi w ośrodkowym układzie nerwowym zwierząt gru 
py kontrolnej oraz u zwierząt nie poddanych żadnym zabiegom do
świadczalnym nie odbiegała zasadniczo od stwierdzonej uprzednio w 
badaniach Donaldsona i wsp. (1973) oraz Danchera i wsp. (1975). U zwie-
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Tabela 1. Zawartość Cu w tkankach w doświadczalnej encefalopatii wątrobowej (nmole Cu/g suchej tkanki) 

Table A. Cu content in tissues in experimental hepatic encephalopathy (nmoles Cu/g dry tissue)

Czas zatrucia Duration of intoxication

tkanki 2 т - с ѳ 2 months 4 m-ce 4 months 6 m-cy 6 months
Tissue _

x ± S E M n P x ± S E M n P x ±  SEM n P

К 269,7 8 ±  10,54 4 >0,01 230,2 8 ±  13,17 5 >0,01 250,61 ± 1 .7 6 5 <0,01
L В 2|60,34 ±  6,9.4 14 221,50 ± 6 ,7 3 15 354,78±7,32 16

К 246,01 ± 20 ,78 4 >0,01 204,23±4,09 5 <0,01 233,35 ± 2 ,49 5 <0,01
Г  В 268,21 ± 10 ,56 13 241,10±7,46 15 332,69±6,68 16

К 2»7,76±20,96 3 >0,01 203,6 5 ±  1,90 5 >0,01 236,8 6 ±  1,32 5 <0,01
М  В 259,00 ± 4 ,09 14 227,3 5 ±  7,61 15 320,54±6,88 14

К 252,02 ±10,91 4 <0,01 201,16±3,80 5 <0,01 271,39±2 ,78 5 <0,01
W В 209,5 9 ±  13,12 11 171,61 ± 9 ,0 7 11 481,91 ± 6 ,2 9 16

L —  lewa półkula
left hemisphere 

P —  prawa półkula
right hemisphere 

M —  móżdżek  
W  —  wątroba 

liver
cerebellum 

n —  liczba zwierząt
number of animals 

p —  prawdopodobieństwo 
probability 

К  —  kontrola 
control

В  —  zwierzęta doświadczalne 
experimental animals
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Tabela 2. Zawartość wody w mózgu w doświadczalnej encefalopatii wątrobowej (%) 
Table 2. Water content in brain in experimental hepatic encephalopathy (%)

Rodz.
tkanki
Tissue

Czas zatrucia Duration of intoxication

2 т - с е 2 months 4 т - с е 4 months 6 m-cy 6 months

x ± S E M п Р x ± S E M n P x ± S E M n p

К 86,31 ± 0 ,4 7 4 2*0,01 8 2 , С4 ± 0 ,1 9 5 >0,01 82,57 ± 1 ,1 7 5 <0,01
L В 85 ,74±0,34 14 8 1 , С4 ± 0 ,2 7 15 86 ,75±0,38 16

К 87 ,06±0,23 4 >0,01 82,51 ± 0 ,2 5 5 >0,01 82 ,04±0,74 5 <0,01
Р  В 85 ,76±0 ,40 13 81,90±0,37 15 86 ,43±0,38 16

К 84,10±0,84 3 >0,01 80 ,48±0,38 5 >0,01 81,41 ± 1 ,0 2 5 <0,01
М  В 84 ,17±0 ,30 14 79 ,96±0,43 15 85,03±0,31 14

P —  prawa półkula
right hemisphere 

L —  lewa półkula
left hemisphere 

M —  móżdżek
cerebellum 

n —  liczba zwierząt
number of animals 

К  —  kontrola 
control

В  —  zwierzęta doświadczalne 
experimental animals 

p —  prawdopodobieństwo 
probability

с о

2 
M
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rząt doświadczalnych występowało narastające w czasie gromadzenie 
się miedzi w tkankach ośrodkowego układu nerwowego. W grupie z 2- 
-miesięcznym przeżyciem zawartość miedzi w obu półkulach mózgu 
i móżdżku nie różniła się w sposób istotny od stwierdzanej u zwierząt 
kontrolnych. U zwierząt z 4-miesięcznym trwaniem  doświadczenia 
stwierdzono niewielki, w półkuli lewej mózgu i w móżdżku statystycz
nie nieznamienny, przyrost zawartości miedzi, osiągający w półkuli 
prawej mózgu wartości statystycznie znamienne. Po 6 miesiącach do
świadczenia wzrost zawartości miedzi w badanych strukturach  ośrodko
wego układu nerwowego miał cechy statystycznej znamienności. Zw ra
ca przy tym uwagę zbieżność wzrostu zawartości miedzi w tkankach 
ośrodkowego układu nerwowego z dynamiką rozwoju morfologicznych 
wykładników encefalopatii wątrobowej, stwierdzoną w identycznych 
warunkach doświadczalnych przez Mossakowskiego i wsp. (1970a). Ce
chy encefalopatii wątrobowej nie występowały u zwierząt z 2-mie- 
sięcznym trwaniem doświadczenia. Były one nieznacznie nasilone po 
upływie 4 miesięcy, a dopiero po 6 miesiącach stwierdzono w pełni 
rozwinięty obraz encefalopatii.

W wątrobie po 2-miesięcznym doświadczeniu nie stwierdzono s ta ty 
stycznie istotnych zmian w zawartości miedzi. Po 4 miesiącach nastą- 
piło istotne obniżenie zawartości metalu. Być może zjawisko to należy 
wiązać ze spadkiem zawartości ceruloplazminy, wiążącej miedź w ule
gającej zwyrodnieniu wątrobie (Owen, Hazelring 1966). Znaczny wzrost 
zawartości miedzi w wątrobie po 6 miesiącach doświadczenia w yka
zuje cechy podobne do zjawisk występujących w chorobie Wilsona, w 
której przy bardzo znacznym spadku poziomu ceruloplazminy, związa
nym z upośledzeniem biosyntezy białek, dochodzi do nadmiernej ab- 
sorbcji miedzi z przewodu pokarmowego i jej odkładania się w wątro
bie (Walshe 1955, Owen, Hazelring 1966).

Brak zmian w zawartości miedzi w surowicy krwi w całym okresie 
trwania doświadczenia można wiązać z rozkładem miedzi we krwi mię
dzy erytrocytami i plazmą. Miedź zawarta w erytrocytach może sta
nowić około 84% ogólnej puli metalu znajdującego się we krwi (Walshe 
1955). Nie bez znaczenia mogą być również przesunięcia w zawartości 
tzw. miedzi wolnej i związanej, których oznaczeń nie przeprowadzono 
w obecnej serii badań, podobnie jak rozkładu metalu między erytro 
cytami a osoczem.

W oparciu o poprzednie badania Mossakowskiego i wsp. (1970) wy
daje się uzasadnione wiązać wzrost zawartości miedzi w ośrodkowym 
układzie nerwowym ze zmianami przepuszczalności naczyń. Stwierdza
ne nieprawidłowości przepuszczalności naczyń dla metali, występowały 
w 4 i 6 miesiącu doświadczenia, a w7ięc w tym samym okresie, w któ
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rym w materiale naszym dochodziło do gromadzenia miedzi w tkan 
kach ośrodkowego układu nerwowego. Uzyskane przez nas wyniki nie 
wyjaśniają związku przyczynowego między wzrostem zawartości miedzi 
w układzie nerwowym i rozwojem morfologicznych wykładników en
cefalopatii wątrobowej. Związek taki sugeruje zbieżność czasowa obu 
zjawisk i spostrzeżenia uzyskane w badaniach przeprowadzonych w po- 
zaustrojowej hodowli glejowej (Mossakowski i wsp. 1970, 1976).

Na odrębną uwagę zasługuje przyrost zawartości wody w ośrodko
wym układzie nerwowym w 6 miesiącu doświadczenia wskazujący na 
obecność obrzęku mózgu. Brak zmian w przepuszczalności naczyń dla 
białek stwierdzony w analogicznym okresie przez Mossakowskiego i wsp. 
(1970a) sugeruje cytotoksyczny mechanizm obrzęku. Przemawiają za 
nim również mikroskopowo-elektronowe obserwatfje Ostendy i wsp. 
(1976). Gromadząca się w ośrodkowym układzie nerwowym miedź mog
łaby odgrywać rolę ważnego czynnika obrzękowotwórczego (Wiśniew
ski i wsp. 1967).

WNIOSKI

1. W rozwoju doświadczalnej encefalopatii wątrobowej dochodzi do 
zwiększonego gromadzenia się miedzi w tkankach ośrodkowego układu 
nerwowego.

2. Zwiększonej zawartości miedzi towarzyszą cechy cytotoksycznego 
obrzęku mózgu.

В. Хилгер, М. Липска

КОЛИЧЕСТВЕННАЯ ТОПОГРАФИЯ МЕДИ 
ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ ГЕПАТИЧЕСКОЙ ЭНЦЕФАЛОПАТИИ

Р е з ю м е

Проведено исследование содержания меди в мозгах крыс, у которых вызы
вали повреждение печени посредством подкож ны х инъекций четыреххлористого  
углерода. Животных декапитировали через 2, 4 и 6 месяцев после первой 
инъекции. Наблюдали возрастающее во времени накопление меди в тканях 
центральной нервной системы. Через 2 месяца содержание меди в обоих полу
шариях мозга и мозжечка существенно не отличалось от наблюдаемого у кон
трольных животных. Через 4 месяца установлен небольшой и статистически 
незначимый прирост содержания меди, а через 6 месяцев эксперимента воз
растание содержания меди в исследованных структурах центральной нервной 
системы было значительным и статистически значимым. Не наблюдали изме
нений содержания меди в сыворотке крови.

Сделан вывод о возможном участии меди в патогенезе гепатической энце
фалопатии.
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W. Hilgier, M. Lipska

QUANTITATIVE TOPOGRAPHY OF COPPER 
IN EXPERIMENTAL HEPATIC ENCEPHALOPATHY

S u m m a r y

The copper content was determined in brains of rats in which liver dam age  
w as produced by subcutaneous injections of carbon tetrachloride. The anim als  
w ere decapitated 2, 4 and 6 months after the first injection. An increasing with  
tim e accumulation of copper in the central nervous system tissue was observed. 
Tw o months after injection, the metal content in both cerebral hemispheres and 
in cerebellum did not significantly differ from control values. The content was  
found to be only insignificantly increased after 4 months, w hile after 6 months  
the increase was marked and statistically significant in all the CNS structures  
examined. No changes in the serum copper content were observed. It is conclu
ded that copper may contribute to the pathogenesis of hepatic encephalopathy.
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JAN ALBRECHT

WPŁYW NIEDOTLENIENIA I NIEDOKRWIENIA 
NA METABOLIZM RNA W MÓZGU*)

Zespół Neuropatologii Centrum M edycyny Doświadczalnej i Klinicznej PAN  
Kierownik Zespołu: prof, dr M. J. Mossakowski

STRESZCZENIE PRACY HABILITACYJNEJ

Z licznych badań przeprowadzonych na różnych modelach doświad
czalnych wiadomo, że niedokrwienie lub niedotlenienie mózgu prowadzi 
do zahamowania syntezy białek w ośrodkowym układzie nerwowym. 
Jednocześnie wielokrotnie wskazywano na to, że etapem biosyntezy 
białka szczególnie wrażliwym na obniżenie dopływu substratów i tlenu 
do mózgu jest jego inicjacja, rozumiana jako zespół reakcji prowadzą
cych do tworzenia się czynnych polirybosomów, a przejawem tej wraż
liwości jest obniżenie zawartości polirybosomów w tkance (Kleihues, 
Hossman 1971; Albrecht 1973; Yanagihara 1974a; Cooper i wsp. 1977) 
Ponieważ jednym z czynników decydujących o stopniu zagregowania 
rybosomów w polirybosomy jest zawartość w cytoplazmie informacyj
nego RNA (mRNA) zdolnego do wiązania z rybosomami, nasunęło się 
pytanie, czy i w jakim stopniu zmiany w biosyntezie białka towarzy
szące niedokrwieniu i niedotlenieniu są związane z zaburzeniami w me
tabolizmie RNA. W związku z tym  przeprowadzono ocenę wpływu nie
dotlenienia i niedokrwienia mózgu na syntezę jądrową RNA, transport 
RNA z jądra do cytoplazmy oraz jego degradację. Szczególną uwagę 
poświęcono zachowaniu się poli (A)+ RNA tzn. RNA zawierającego 
przyłączone do 3’ końca reszty poliadenylowe oraz samemu procesowi 
poliadenylacji RNA, ponieważ: 1) większość dotychczas zidentyfikowa
nych mRNA w tkankach zwierzęcych zawiera reszty poliadenylowe, 2) 
najnowsze dane mogą wskazywać na to, że fragm enty poli (A) odgry

*)Praca została w ykonana w  Pracowni Neurochemicznej Wydziału Neurolo
gicznego Kliniki Mayo w  Rochester, Minnesota (USA), Kierownik: prof. dr T. Ya
nagihara.
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wają istotną rolę w transporcie poli (A)+ RNA z jądra do cytoplazmy 
(Perry 1976; Sawicki i wsp. 1977).

Na podstawie własnych spostrzeżeń oraz wyników innych prac w y
konanych na tych samych modelach doświadczalnych omówiono za
leżność pomiędzy zaburzeniami w metabolizmie RNA a zmianami w bio
syntezie białka w mózgu w różnych stadiach uszkodzenia spowodowa
nych niedotlenieniem oraz niedokrwieniem.

MATERIAŁ I METODY *)

M o d e l e  n i e d o t l e n i e n i a  i n i e d o k r w i e n i a

Niedotlenienie badano w modelu in vitro na skrawkach mózgu kró
lika, przez które przez różny okres czasu przepuszczano azot, wg m e
tody opisanej przez Yanagiharę (1974a). Badania nad niedokrwieniem 
przeprowadzano na mózgach chomików mongolskich (Meriones unguicu-  
iatus), u których pod wiązywano jednostronnie tętnicę szyjną wspólną 
prawą na okres 3 lub 6 godzin, w sposób opisany szczegółowo przez 
Yanagiharę (1978). Do badań syntezy RNA użyto wyłącznie mózgi tych 
zwierząt, które charakteryzowały się wyraźnymi klinicznymi objawami 
szybko postępującego udaru mózgu.

Z n a k o w a n i e  RNA p r e k u r s o r a m i

Skrawki mózgu królika lub chomika mongolskiego inkubowano w 
obecności [3H]-urydyny lub [3H]-adenozyny przez 60 minut, w w arun 
kach standardowych opisanych przez Yanagiharę (1974a).

P r e p a r a t y k a  f r a k c j i  p o d k o m ó r k o w y c h

Frakcję jądrową otrzymywano z homogenatów przygotowanych w 
obecności 1 mM MgCl2 metodą uprzednio opisaną (Albrecht 1977), z nie
znacznymi modyfikacjami. Frakcję polirybosomów wolnych oraz zwią
zanych z szorstką siatką śródplazmatyczną rozdzielano przy użyciu zmo
dyfikowanej metody Cardelli’ego i wsp. (1976). Tzw. kompletną frak 
cję polirybosomalną, zawierającą zarówno polirybosomy wolne jak i u- 
przednio związane z błonami, izolowano z homegenatów traktowanych 
detergentem  wg metody Bantle’a i Hahna (1976). Frakcję cytoplazma- 
tyczną stanowił nadsącz po odwirowaniu mitochondriów.

*) Bardziej szczegółowy opis metod zawarto w  serii prac przygotowanych do 
druku (Albrecht, Yanagihara 1978 a, b, c, d).
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O t r z y m y w a n i e  i a n a l i z a  RNA

RNA jądrowe oczyszczano metodą ekstrakcji gorącym fenolem wg 
metody Edmonds i Carameli (1969). RNA cytoplazmatyczne i polirybo- 
somalne ekstrahowano przy użyciu techniki chloroformowo-fenolowej 
opisanej przez P erry ’ego i wsp. (1972). Oczyszczone RNA rozdzielano 
na poli (A)+ RNA i poli (A)— RNA metodą chromatografii kolumno
wej na oligo (dT) celulozie, co pozwalało na określenie względnej ra 
dioaktywności obu klas nowozsyntetyzowanego RNA w preparacie. 
Analizę sedymentacji RNA przeprowadzano metodą ultrawirowania w 
liniowym gradiencie stężeń sacharozy, mierząc radioaktywność oraz 
gęstość optyczną przy 260 nm poszczególnych frakcji po wirowaniu. 
Radioaktywność właściwą RNA wyrażano w rozpadach na minutę na 
ug RNA. Zawartość RNA w próbie oznaczano metodą orcynolową (Mej- 
baum 1939).

Radioaktywność RNA jądrowego znakowanego [3H]-adenozyną ozna
czano metodą standardową, a radioaktywność fragm entu poli (A) w 
tym samym preparacie mierzono po uprzednim działaniu na RNA ry- 
bonukleazami metodą Wilta (1973). W metodzie tej wykorzystano opor
ność fragm entu poli (A) na wszystkie rybonukleazy za wyjątkiem  ry- 
bonukleazy T2. Polimeryzację [3H]-ATP in vitro we frakcji jądrowej 
mierzono metodą Rose i wsp. (1977).

O z n a c z a n i e  a k t y w n o ś c i  r y b o n u k l e a z

Frakcje podkomórkowe mózgu królika lub chomika mongolskiego in- 
kubowano z jądrowym RNA znakowanym [3H]-urydyną w warunkach 
optymalnych dla rybonukleazy kwaśnej (pH 6,0) lub zasadowej (pH 
7,5). Miarą aktywności rybonukleaz było uwalnianie się w trakcie in
kubacji wolnych nukleotydów, a tym  samym wzrost radioaktywności 
frakcji niestrącającej się 5% kwasem trójchlorooctowym.

WYNIKI

C h a r a k t e r y s t y k a  s y n t e z y  RNA w s k r a w k a c h  m ó z g u  
w w a r u n k a c h  k o n t r o l n y c h

Skrawki mózgu królika i chomika mongolskiego zachowywały się w 
w arunkach inkubacji bardzo podobnie. Ze względów technicznych (ob
fitość m ateriału doświadczalnego, łatwa perfuzja mózgu), bardziej szcze
gółowo scharakteryzowano syntezę RNA w mózgu królika. Skrawki 
inkubowane przez 60 minut w obecności [3H]-urydyny aktyw nie włą
czały prekursor do RNA wszystkich frakcji podkomórkowych. Radio
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aktywność właściwa frakcji zawierającej błony szorstkiej siatki cyto- 
plazmatycznej prawie dwukrotnie przewyższała radioaktywność wol
nych polirybosomów, co wskazuje że część nowozsyntetyzowanego RN A 
wiązała się z błonami bezpośrednio, a nie poprzez polirybosomy. Zja
wisko to występuje typowo w warunkach in vivo (Adesnik i wsp. 1975; 
Cardelli i wsp. 1976).

Bardzo znaczny odsetek (52%) radioaktywności włączonej do poliry- 
bosomalnego RNA adsorbował się na oligo-(dT) celulozie. Wskazuje 
to na wybiórczo wysokie znakowanie poli (A)+ RNA, bowiem udział 
tej klasy RNA w całej puli RNA ustalony na podstawie pomiaru gę
stości optycznej nie przekraczał 6%. Analiza sedymentacji poliryboso- 
malnego RNA wykazała znaczną heterogenność produktów syntezy przy 
prawie zupełnej nieobecności znakowania RNA rybosomalnego o s ta 
łych sedymentacji 28S i 18S. Nowoznakowane poli (A)+ RNA charak 
teryzowało się przewagą składników o stałej sedymentacji nieznacznie 
wyższej niż 18S. W przypadku frakcji jądrowej, około 23% nowozsyn
tetyzowanego RNA wiązało się z oligo (dT) celulozą, a jego znaczna 
część posiadała stałą sedymentacji wyższą niż 28S.

W p ł y w  n i e d o t l e n i e n i a

Udało się wyróżnić dwa stadia wpływu niedotlenienia na metabo
lizm RNA. Stadium wcześniejsze, obserwowane w następstwie niedo
tlenienia skrawków przez okres 15—20 minut, charakteryzowało się 
20—30% obniżeniem znakowania frakcji błonowej oraz polirybosomal- 
nej, przy jednoczesnym braku wpływu na włączanie prekursora do 
RNA frakcji jądrowej. W stadium tym  udział poli (A)+ RNA w radio
aktywnej puli polirybosomalnego RNA spadał o 25% (do wartości 37%), 
nie stwierdzono natomiast obniżenia znakowania poli (A)+ RNA frakcii 
jądrowej. We wczesnym okresie niedotlenienia dochodziło również do 
wybiórczego zahamowania syntezy fragmentów poli (A) w jądrze (ich 
procentowy udział w radioaktywności całkowitej RNA spadał średnio 
z 2,4% do 1,7%). Zahamowanie poliadenylacji nie było wynikiem usz
kodzenia układu poli (A) polimerazy, ponieważ aktywność tego enzy
mu okazała się niewrażliwa na niedotlenienie. W stadium późniejszym, 
towarzyszącym niedotlenieniu przez okres 30 minut, wystąpił 40—60% 
spadek włączania prekursora do RNA wszystkich frakcji podkomór- 
kowych z frakcją jądrową włącznie. Efekt ten na poziomie polirybo
somów nie ograniczał się już do poli (A)+ RNA. Nie zaobserwowana 
również wybiórczego wpływu na poliadenylację RNA frakcji jądrowej. 
Wystąpiły natomiast zmiany w profilach sedymentacji nowozsyntety
zowanego RNA, zarówno jądrowego jak i cytoplazmatycznego; zaob
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serwowano zwiększony udział w puli składników o niższej stałej sedy
mentacji. Niedotlenienie, nawet długotrwałe, pozostawało bez wpływu 
na aktywność rybonukleaz.

W p ł y w  n i e d o k r w i e n i a

Podobnie jak w przypadku niedotlenienia, wpływ niedokrwienia na 
metabolizm RNA ujawnił się w dwóch stadiach. Trzygodzinne niedo
krwienie prowadziło do obniżenia znakowania RNA frakcji błonowej 
i polirybosomalnej o około 30%, pozostając bez wpływu na włączanie 
prekursora do frakcji jądrowej. W stadium bardziej zaawansowanym, 
towarzyszącym sześciogodzinnemu niedokrwieniu, obserwowano znacz
ne zahamowanie znakowania RNA we wszystkich frakcjach podkomór- 
kowych, przy czym największy spadek (50%) odnotowano we frakcji 
polirybosomalnej. Niedokrwieniu sześciogodzinnemu towarzyszyły zmia
ny w profilach sedymentacyjnych RNA frakcji jądrowej i poliryboso
malnej, podobnie do obserwowanych w 30-minutowym niedotlenieniu. 
Ponadto w tym stadium ujawnił się wzrost aktywności rybonukleazy 
kwaśnej we frakcji cytoplazmatycznej, towarzyszący jej spadkowi w7e 
frakcji wzbogaconej w lizosomy.

OMÓWIENIE

O c e n a  p r z y d a t n o ś c i  u k ł a d u  i n  v i t r o  n a  s k r a w k a c h  
d o  b a d a ń  n a d  m e t a b o l i z m e m  RNA w m ó z g u

Wyniki uzyskane w warunkach kontrolnych na skrawkach wyka
zały, że układ preferuje syntezę oraz transport z jąder do cytoplazmy 
i polirybosomów, radioaktywnego RNA o własnościach RNA nierybo- 
somalnego, którego najprawdopodobniej znaczną część stanowi auten
tyczny m-RNA. Znakowanie poli (A)+ RNA w stosunku do znakowania 
całej puli polirybosomalnego RNA osiągnęło wartość bliską tej, którą 
inni autorzy uzyskiwali w hodowlach tkankowych w warunkach zablo
kowania syntezy rybosomalnego RNA (Perry i wsp. 1972). Profile s t  
dymentacji nowozsyntetyzowanego RNA, zwłaszcza średnia wartość sta
łej sedymentacji (około 18S), były niemal całkowicie zbieżne z para
metrami opisanymi w stosunku do natywnego mRNA wyizolowanego 
z mózgu królika (Heikkila, Brown 1977), czy też poli (A)+ RNA z móz
gu szczura (De Larco i wsp. 1975). Powyższe własności, w powiązaniu 
z faktem ominięcia gradientu przechodzenia znacznika do tkanek móz
gowych, zazwyczaj towarzyszącego podaniom przyżyciowym, stanowią
o dużej przydatności układu do badań nad losem mRNA w różnych 
stanach patofizjologicznych ośrodkowego układu nerwowego.
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I n t e r p r e t a c j a  w p ł y w u  n i e d o t l e n i e n i a  
i n i e d o k r w i e n i a  n a  m e t a b o l i z m  RNA

Spośród dwu stadiów zaburzeń metabolizmu RNA, które w podobny 
sposób towarzyszyły niedotlenieniu i niedokrwieniu, na szczególną uwa
gę zasługuje stadium wczesne, scharakteryzowane bardziej szczegółowo 
w modelu niedotlenienia. Obniżenie znakowania RNA polirybosomalne- 
go, przy jednoczesnym braku zmian we włączaniu prekursora do RNA 
frakcji jądrowej, świadczyło o wystąpieniu zaburzeń w przechodzeniu 
RNA z jądra do cytoplazmy przy jego niezmienionej syntezie. Na uwa
gę zasługuje prawie wybiórcze ograniczenie tego efektu do poli (A)+ 
RNA, co jest zbieżne z obserwowanym w tym samym czasie spadkiem 
poliadenylacji RNA frakcji jądrowej. Wynik ten potwierdził spostrze
żenie poczynione niedawno przez Sawickiego i wsp. (1977) na komór
kach HeLa. Autorzy ci wykazali, że warunkiem przetransportowania 
poli (A)+ RNA z jądra do cytoplazmy jest jego związanie z resztami 
poliadenylowymi o długości co najmniej 200 nukleotydów. Wydaje się 
więc, że zahamowanie poliadenylacji RNA w jądrze i stąd wynikające 
obniżenie transportu  do cytoplazmy stanowi w tym  stadium główną 
przyczynę spadku jego włączania do polirybosomów. Spadek ten naj
prawdopodobniej nie wynika w żadnym stopniu ze wzmożonej degra
dacji RNA, ponieważ na tym etapie aktywność: rybonukleaz jądrowych
i cytoplazmatycznych nie ulega zmianie. W późnym stadium niedo
tlenienia i niedokrwienia zaburzenia w metabolizmie RNA sprowadzały 
się do spadku jego syntezy, przy czym w przypadku niedokrwienia 
pewną rolę mógł odegrać wzmożony rozkład RNA przez kwaśną rybo- 
nukleazę uwalnianą z lizosomów.

Z a l e ż n o ś ć  p o m i ę d z y  z a b u r z e n i a m i  
w m e t a b o l i z m i e  RNA i w s y n t e z i e  b i a ł e k

Uzyskane wyniki potwierdziły założenie, że w niektórych stadiach 
niedotlenienia i niedokrwienia zahamowanie biosyntezy białka może 
wiązać się ze spadkiem poziomu mRNA w cytoplazmie, pociągającym 
za sobą zahamowanie tworzenia się polirybosomów. Pojawienie się za
burzeń w transporcie RNA w warunkach niedotlenienia (po 15 minu
tach) pokrywało się w czasie ze stwierdzonym uprzednio szybko po
stępującym rozpadem polirybosomów (Yanagihara 1974b). Ponadto za
hamowanie biosyntezy białka stawało się nieodwracalne w wyniku nie
dotlenienia trwającego przez okres dłuższy niż 15 minut (Yanagihara 
1975). Można więc założyć istnienie związku pomiędzy pojawieniem się 
zaburzeń w transporcie RNA z jądra do cytoplazmy, a nieodwracalno
ścią zmian w biosyntezie białka, aczkolwiek hipoteza ta wymaga spraw
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dzenia na innych modelach doświadczalnych. Warto nadmienić, że p o 
dobną współzależność pomiędzy pojawieniem się zaburzeń w syntezie 
RNA i białek w mózgu udało się uprzednio zaobserwować w modelu 
ostrego zatrucia tlenkiem węgla (Albrecht 1976, 1977).

WNIOSKI

1. Wpływ niedotlenienia mózgu na metabolizm RNA ujawnia się w 
dwóch fazach. Faza wczesna charakteryzuje się zahamowaniem trans
portu RNA z jądra do cytoplazmy i polirybosomów, co poprzedza wy
stąpienie zmian w samej syntezie RNA, charakterystycznych dla fazy 
późniejszej. Efekt obniżonego przechodzenia RNA do cytoplazmy w 
fazie wczesnej ograniczony jest do poli (A)+ RNA, a wiąże się z wy
biórczą wrażliwością poliadenylacji RNA w jądrze.

2. Obniżony dopływ mRNA z jądra wydaje się istotną przyczyną de- 
zagregacji polirybosomów, towarzyszącej niedotlenieniu. Brak aktywacji 
rybonukleaz w tych warunkach wyklucza raczej udział wzmożonej de
gradacji RNA lub polirybosomów.

3. Przebieg zmian w metabolizmie RNA w niedokrwieniu przypomina 
zmiany spowodowane niedotlenieniem, z tym, że w zaawansowanym 
stadium niedokrwienia ujawnia się wzrost aktywności rybonukleazy 
kwaśnej, związany z uszkodzeniem lizosomów. Zjawisko to przypusz
czalnie stanowi dodatkowy czynnik wpływający na obniżenie poziomu 
RNA.

4. Porównanie wyników niniejszej pracy z danymi z poprzednich 
prac na tych samych modelach doświadczalnych skłania do przypusz
czenia, że wystąpienie zaburzeń w metabolizmie RNA może warunko
wać nieodwracalność zmian w biosyntezie białka pod wpływem nie
dotlenienia lub niedokrwienia.
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