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The brain edema is one of the most dramatic consequences of cerebral 
ischemia (Waltz, 1973; Klatzo, 1975). It m ay appear immediately follo
wing the postischemic hyperemia (Mchedlishvili et al., 1975, 1976) and 
is considerably increasing within hours and days following the reco
very of blood supply to the brain (Plum, 1963; Meyer et al., 1972; 
O’Brien, Waltz, 1973; Symon, 1975; Beloborodova, 1976).

In previous detailed studies (Mchedlishvili et al., 1976) the contri
bution of the circulatory factors into the development of the postische
mic brain edema have been elucidated: (a) both the systemic arterial 
and venous pressures affect the brain edema development, the increase 
of the systemic venous pressure contributing much more to the rate 
of the process than  the systemic arteria l pressure, (b) the cerebrovascu
lar resistance influences the development of brain edema either, and 
therefore its decrease during the postischemic hyperemia contributes 
tangibly to the ra te  of the appearance of edema, (c) the compensation 
for the development of brain edema m ay be also accomplished by the 
circulatory system, since both active decrease of the systemic arterial 
pressure and increase in the resistance in the  major arteries of the 
brain are probably involved in the process of compensation. All the 
above-mentioned contributing and compensating effects of the circula
tory  system upon the brain edema development are probably accom
plished by their influences upon both the blood volume in the cerebral 
vasculature and in travascular pressure in the cerebral capillaries.

The aim of the present work was to evaluate the role of the brain 
tissue factors in the development of the postischemic brain edema, 
since it seems evident tha t  the preedemic changes appear primarily 
in the cerebral tissue during considerable deficiency of blood supply
N e u r o p a t o l o g i a  P o l s k a  — 1
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166 G. I. Mchedlishvili et  al. Nr 2

and the circulatory system may only contribute to, or compensate for,
the development of brain edema.

MATERIAL AND METHODS

Thirty six adult rabbits of both sexes weighting 2.5 to 3.5 kg were 
used in the present study. The rabbits were anesthetized with Hexe- 
nalum (ca. 30 mg/kg body weight intravenously) and subsequently im
mobilized with Tubocurarin chloride (ca. 3 mg/kg intraperitoneally).

P r e l i m i n a r y  s u r g i c a l  p r o c e d u r e .  An incision was made 
along the sagittal line of the neck. Following tracheotomy the right
common carotid artery, as well as the both external jugular veins were
exposed. Then polyethylene catheters of a maximum diameter were 
inserted in the thoracic direction into these blood vessels: in the 
ar te ry  for recording the systemic arterial pressure and in the veins — 
for recording the systemic venous pressure and for connection with 
a pressurized system controlling the latter. Then, one of the  external 
iliac arteries was exposed extraperitoneally and a catheter of maximum 
diameter was inserted into it for connection with another pressurized 
reservoir system controlling the systemic arterial pressure.

A large craniotomy hole was made in the parietal region of the 
cerebral hemispheres. The dura m atter  was kept intact until the begin
ning of the experiment. Further, on the anim al’s back through an 
incision along the sagittal line below the occiput the forth ventricle 
of the brain was opened to drain the cerebro-spinal fluid.

To prevent blood coagulation heparin was injected intravenously 
(approx. 1,500 units per 1 kg of body weight) at the beginning of the 
experiment.

M o n i t o r e d  p a r a m e t e r s .  Blood pressure levels were recorded 
in )the following ‘.regions of the  circulatory system: (a) the  sy^tfemib 
arterial pressure was recorded through a catheter inserted into the 
common carotid artery, (b) the systemic venous pressure was recorded 
through another catheter introduced into the jugular vein, (c) the ce
rebral venous pressure was recorded in the sagittal sinus of the brain 
through a glass canula inserted into it. The three pressure transducers 
(type EMT-35) of electromanometers of the Mingograf 81 (Elema, Swe
den) were set at the same level as the animal’s heart auricle. The 
mean pressures were recorded by electric integration. Both the syste
mic arterial and venous pressures were stabilized, or changed, by using 
two independent pressurized reservoir systems one connected with the 
iliac a r te ry  and the other — with the jugular vein. The reservoir 
systems were filled with blood-substituting colloids containing fluids —
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Nr 2 Postischemic brain edema 167

either Polyglukin or Gelatinine (G. Mukhadze Institute of Hematology 
and Blood Transfusion, Tbilisi).

Brain volume changes were continuously recorded through a mecha
nical device consisting of a strain-gauge, one end of which was fasten
ed to the  stereotaxic device and the other having a bearing upon the  
brain surface in the parietal region. The bearing had a form of a p late 
about 5 mm in diameter. The strain-gauge was switched in a Watson 
bridge whose signals were amplified by EMT-12 preamplifiers with 
EMT-16 DC-compensator of Mingograf 81. The device was calibrated 
before each experiment so that it was possible to evaluate in the record 
the height of the brain surface expansion above the initial level. The 
brain expanding from an almost circular craniotomy hole m ay be con
sidered as a spheric segment, since the pressure causing its expansion 
should be equal in all directions. The volume changes of such a segment 
are proportional to changes of its height, the error being less then  
10 per cent. Accordingly the recorded brain level changes could be 
considered to represent „the brain volume changes” .

Because of an effective draining of the fourth ventricle of the brain 
the volume changes of the latter could not depend upon the changes 
in the volume of the cerebro-spinal fluid in the ventricles. The brain 
volume was not influenced by changes of the intrathoracic pressure 
either, since the lungs were artificially ventilated at a constant ra te  
and volume throughout the experiments. Thus the brain volume chan
ges reflected, first, the blood volume changes in the brain vasculature 
and, second, the volume changes of the brain tissue which might va ry  
because of accumulation of fluid (during development of edema) or its 
decrease.

The concentration of sodium and potassium ions in the extracellu lar 
fluid was monitored by the use of sodium and potassium ion-selective 
electrodes wThich were placed on the surface of the parietal cortex. 
The pNa electrode (produced by SKB AP, Tbilisi) had a flat selective 
glass membrane 5—6 mm in diameter and the pK-electrode had also 
a flat selective valinomycin m embrane 3 mm in diameter. The referen
ce electrode was connected with the brain surface through an electroly
tic key at ca. 5 mm distance from the indicating electrodes. The latent 
period of both the pNa and pK recording was less that 1 second. The 
electrodes were calibrated at 37°C in solutions of artificial cerebro
s p in a l  fluid having the following basic content: K + — 1 mM, Na+ — 
148 mM, Ca++ — 5 mM, Cl-  — 151.5 mM and H C 03_ — 14 mM. For 
calibration the solutions were used in which K + was: 1, 10, 25, 50, 75 
and 100 mM, pH — 7,3 and N a+ was changed respectively: 148, 139, 
124, 99, 74, and 49 mM, the isoosmolarity, thus, being maintained. The
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168 G. I. Mchedlishvili et al. Nr 2

pK and pNa recording was carried out with the use of pH-m eters 
LPU-01. Simultaneous recording of the DC-potential was performed 
to make respective corrections.

All the param eters under investigation were recorded on the Min- 
gograf 81 (Elema, Sweden). Since not all the mentioned param eters 
could be always recorded simultaneously in rabbits, different combi
nations have been used in individual experiments.

The water content in the brain was determined as percentage of its 
wet weight. The brain hemispheres were removed from the skull. All 
free fluid was carefully wiped out of the  ventricles with filter paper. 
After determining the fresh weight of samples of the parietal lobe, 
including cerebral cortex and the white m atter  up to the lateral ven
tricles, the samples were placed in a therm ostat for evaporation of 
water a t  100°C until a constant weight was reached.

The results were evaluated statistically and are presented below as 
mean values and standard errors.

E x p e r i m e n t a l  m o d e l  o f  c e r e b r a l  i s c h e m i a .  In 
the present studies the experimental model of controlled ischemia of 
cerebral hemispheres was used as described elsewhere (Mchedlishvili,
1973). Simultaneously with the occlusion of both common carotid a r te 
ries, representing the main pathw ay supplying the cerebral hemispheres 
with blood, the collateral blcod supply of the la tte r  from the vertebral 
arteries was restricted by lowering the systemic arterial pressure to 
about 20 mm Hg by means of an appropriate pressurized reservoir sy
stem. By these procedures the cerebral blood flow deci eased to about 
one fourth of its initial rate  (Kapuściński, 1974).

T e s t  o f  b r a i n  r e s i s t a n c e  t o  d e v e l o p m e n t  o f  
e d e m a .  Since the increase of the systemic venous pressure and, thus 
of the overfilling of the brain vasculature with blood was found to be 
a very powerful factor contributing to the development of brain edema 
(Mchedlishvili et al., 1976', controlled artificial elevation of the systemic 
venous pressure was used in the present experiments to test to what 
extent the brain is predisposed to the development cf edema. The sy
stemic venous pressure was elevated by aid of an appropriate pressu
rized reservoir system connected with the external jugular vein by 
about 15 mm Hg and then re tu rned  to its initial level. This procedu
re, including elevation and drop of the systemic venous pressure, lasted 
about 3 minutes. The brain volume changes were recorded simultaneous
ly with the venous pressure and the relationship between these two pa
ram eters was fu rther  elucidated by plotting them  on the Cartesian 
coordinates. In some experiments an X-Y recorder was simultaneously
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Nr 2 Postischemic brain edema 169

applied for the same purpose. To determine the comparative magnitude 
of the histeresis, irrespective of the height of elevation of the systemic 
venous pressure and the slope of the curve, the area of the histeresis 
was determined and divided into the segment between the crossing- 
-point of the X-Y axes and the bend point of the curve in every test.

The results  of the tests were interpreted  as follows: (1) Rising of 
the curve on the plot m eant an increase of the  blood volume in the brain 
vasculature and/or an  increase in the brain tissue volume caused by 
development of edema; (2) Lowering of the curve meant the reverse of 
the above processes; (3) Histeresis indicated that in spite of a decrease 
of the intravascular pressure the blood volume in the brain vasculature 
and/or the brain tissue volume remained increased (the latter  indicated 
the appearance of edema; (4) It the descending curve lowered below 
the ascending one it m eant tha t  some active process had  appeared 
which caused withdrawal of blood from the brain vasculature and/or 
of w ater from the cerebral tissue into the blood stream; (5) The slope 
of the ascending curve indicated the extensibility of the brain tissue.

The criteria of the appearance of a stable edema in the brain at the 
end of the present experiments were: (a) the increased brain volume 
under conditions when the systemic venous pressure wras no more 
increased, (b) the increase in water content in the cerebral tissue as 
compared with the control, (c) a considerable decrease of the slope 
of the ascending curve of the brain volume changes during the increase 
of the systemic venous pressure, (d) significant simultaneous increase 
in the potassium ion concentration and decrease in the  sodium ion 
concentration in the extracellular fluid indicating the disturbance of 
the  cell m em brane function in the cerebral cortex.

RESULTS

In the course of the experiments, i.e. before, during and following 
brain ischemia, the systemic venous pressure was first raised from 
4.0 ±0.5 mm Hg by about 15.0 ±0.6 mm Hg and then was returned to 
its initial level, while the systemic arterial pressure was maintained 
at a constant level. The duration of the increase of the systemic venous 
pressure was 84.4 ±5.5 seconds and tha t  of its subsequent recovery was 
96.7 ± 9.2 second. The cerebral venous pressure changed simultaneously. 
The plots of the relationships of these two pressures showed that there 
was a linear relation between the increase of the venous pressure in 
the branches of the superior caval vein and in the sagittal sinus of 
the brain (Fig. 1). The mean correlation coefficient of the relationship 
was 0.98 ±0.1.
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Fig. 1. Linear relationship of the syste
mic venous pressure (SVP) and the ce
rebral venous pressure (CVP) in rabbits.
Rye. 1. Zależność liniowa między obwo
dowym (SVP) i mózgowym (CVP) ciśnie

niem żylnym u królików.

0 2 4 6 8 10
A SVP (mm Hg)

X
12

Following the  changes of the systemic and cerebral venous pressure 
the brain expanded from the craniotomy hole by about 1.2 ±0.1 mm. 
The latter  change reflected the respective change of the brain volume. 
In the preischemic period, when the brain seemed to be still normal, 
the brain level (i.e. its volume) changed, as a rule, parallel w ith the 
increase and decrease of the systemic venous pressure and there  was 
no histeresis in the plots of their relationship (Fig. 2, left side) *.

However, ensuing brain ischemia the descending curve in the  plots 
regularly showed a slowing-down related to the ascending one, i.e. 
a histeresis appeared in the plots (Fig. 2, right side).

The histeresis indicated that the recovery of the brain volume beca
me inhibited although the intravascular pressure in the brain re tu rned  
to its initial level. This meant that either the brain became predispo
sed to the  edema development, or the edema was already evident. In 
the latter  cases the following characteristic features of the brain  ede
ma were usually observed: (a) following the tests with the increase 
of systemic venous pressure the increased brain volume remained 
unchanged (or almost unchanged) until the offset of the experiments; 
(b) the slope of the ascending curve in the plot of the brain level against 
venous pressure became considerably less than initially (Fig. 3) indica
ting that the brain became less compliable; (c) the dry weight of the 
brain tissue decreased, thus showing tha t  the amount of w ater in the 
tissue became increased to 82 per cent, while it was about 76.6 per cent 
in the control experiments, the difference being statistically signifi
cant (PC0.001).

*) Only in several cases, in which the brain was predisposed to development 
of edema, there was a histeresis in the plots of changes of the brain level (i.e. 
volume) against the systemic venous pressure from the very beginning of the 
experiments.
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Przed, niedokrwieniem 
Preischemic

Niedokrwienie
Ischemic

Po niedokrwieniu 
Postischemi с

1 1

A SVP (mmHg)
5 10 15

A SVP (imm Hg)
5 10 15

A SVP (mm Hg)

Fig. 2. Three patterns of the relationship of the changes of the systemic venous 
pressure (ASVP) and those of the brain surface level (ABrL), the latter expressing 
brain volume changes, in normal (preischemic), ischemic and postischemic brains 

of rabbits. For details see the text.
Bye. 2. Trzy przykłady współzależności między zmianami obwodowego ciśnienia 
żylnego (ASVP) i zmianami w poziomie powierzchni mózgu (ABrL), wyrażającymi 
zmiany objętości mózgu, u królika w normie (przed niedokrwieniem), podczas 

niedokrwienia i po niedokrwieniu. Objaśnienia w tekście.

The water exchange in the brain capillary membranes during the 
increase of the intravascular pressure was determined by recording 
pNa and pK, and thus the concentration of sodium and potassium 
ions, in the extracellular fluid of the cerebral cortex. In the preischemic 
period, when the brains seemed to be still normal, the increase of the 
systemic venous pressure caused a regular decrease in the concentration 
of sodium ions in the extracellular fluid by about — 13 ±1.4 mEq/1 
(P<0.001), while the concentrations of potassium ions, which are nor
mally about 100 times less than that of sodium, changed only insignifi
cantly by about — 0.28 ±0.44 mEq/1 (P>0.5) (Fig. 4). The latter may be 
considered as an evidence that the ion transport in the protoplasmic 
membranes of the cells still remained undisturbed. In normal brains 
these changes were reversible: the sodium concentration returned to 
the initial value following the decrease of the intravascular pressure.

However, when the brain edema appeared the concentration of so
dium and potassium in the extracellular fluid of the cerebral cortex 
did change considerably: the concentration of Na+ decreased much 
more — by 47.0 ±13.4 mEq/1, i.e. 3.5 times more that during the intra-
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172 G. I. Mchedlishvili e t  al. Nr 2

vascular pressure increase in normal brains, while the concentration 
of K + increased regularly by 48.5 ±12.3 mEq/1 (Fig. 4). These changes 
evidenced a drastic disturbance in the function of cytoplasmic m em 
branes of the cellular elements of the cerebral cortex.

0,5

V0

0 2 4 6
A SVP (mmHg)

Fia. 3. Patterns of brain surface level 
changes (ABrL) which reflected the 
brain volume changes during the in
crease of the systemic venous pressure 
(ASVP) in normal brains (solid lines) 
and after development of brain ede
ma (dashed lines). In this figure ap
proximated lines from the plots of 
individual experiments on rabbits are 

shown. More details in the text.
Rye. 3. Obrazy zmian poziomu po
wierzchni mózgu (ABrL), odpowiada
jących zmianom objętości mózgu w 
normie przy podwyższonym obwodo
wym ciśnieniu żylnym (ASVP) (linie 
ciągłe) i po powstaniu obrzęku mózgu 
(linie przerywane). Krzywe przybliżo
ne, na podstawie zapisów z poszcze
gólnych doświadczeń na królikach.

Szczegóły w  tekście.

60

20

Mózg praw idłow y: Obrzęk mózgu
wzrost ciśnienia. Bram edema
we w na, trzna czyni owego 
NormaL brain: 
increase o f intra -  
vascular pressure

(Na*) И (/Va'

И

20

40

60

Fig. 4. Changes in the concentration of 
sodium and potassium ions in the 
extracellular fluid (ECF) of the ce
rebral cortex of rabbits: (a) under
conditions of increased intravascular 
pressure in normal brains (left side) 
and (b) during brain edema (right 

side). Details in the text.
Rye. 4. Zmiany stężenia jonów sodu 
i potasu w płynie zewnątrzkomórko- 
wym (ECF) kory mózgu królika: (a) 
po lewej prawidłowy mózg przy zwięk
szonym ciśnieniu wewnątrznaczynio
wym, (b) po prawej przy obrzęku móz

gu. Szczegóły w tekście.

DISCUSSION

The method applied in the present study made possible to monitor 
the most important physiological param eters necessary for a better 
understanding of events related to the development of brain edema. 
The param eters were as follows: (a) The systemic arterial and venous 
pressures, as well as the ceiebral venous pressure, which could be either 
changed arb itrarily  or stabilized at any necessary level; (b) The intra-
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Nr 2 Postischemic brain edema 173

cranial and the intraventricular pressures remained stabilized during 
the experiments because of a large trephine opening of the skull and 
effective draining of the fourth ventricle of the brain; (c) The brain 
volume changes, which were continuously recorded, might reflect a lte 
rations, first of the blood volume in the cerebral vasculature and, se
cond, of the water content in the cerebral tissue; the latter  was moni
tored also by continuous recording of pNa and pK, and thus of con
centration of these ions, in the extracellular fluid of the cerebral 
cortex.

In the present experiments the brain was affected by a number of 
factors promoting the development of postischemic edema: the 15— 20 
min pronounced ischemia of the cerebral hemispheres, repeated increa
se of the systemic venous pressure (during the tests) entailing blood 
stagnation in the cerebral blood vessels and hence cerebral hypoxia, 
and increase in the blood volume and blood pressure in the cerebral 
vasculature which are probably the major determinant circulatory 
factors of the development of brain edema (Mchedlishvili et al., 1976).

It was reasonable to suppose that the increase of the brain volume 
during each rise of the systemic venous pressure was caused first by 
an increase in blood volume in the cerebral vasculature (especially in 
the venous and in the capillary systems) and second, by excessive w a
ter filtration into the cerebral tissue spaces. The present studies provid
ed evidence for the occurrence of both these phenomena: (a) a linear 
increase of the cerebral venous pressure when the systemic venous 
pressure rose and (b) a decrease in the concentration of the sodium ions 
with almost no detectable changes in the concentration of the potassium 
ions (because their amount in the extracellular spaces of the cerebral 
cortex is under normal conditions considerably lower).

Abundant water filtration from blood into the cerebral tissue might 
be explained by the fact tha t  water easily penetrates the capillary 
membranes (Bering, 1952; Renkin, Pappenheimer, 1957). The data obta
ined in the present experiments allow to calculate the amount of wa
ter  that passed from blood into the cerebral tissue spaces during ib.2 

period of the increase of the intravascular pressure.
In accordance with the existing data (Brendel, Reulen, 1967; Shay- 

witz, 1972) we assume that the extracellular spaces in the brain con
stitute about 13 per cent of its volume, i.e. 1 cm3 tissue contains about 
130 microliters of the extracellular fluid. The decrease of sodium con
centration in the fluid detected in the present experiments, under the 
conditions when the potassium ion contents did not either increase or 
decrease, indicated that this was a result of the extracellular fluid 
dilution by water passing from the blood vessels. If this was a result of
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174 G. I. Mchedlishvili e t  al. Nr 2

sodium ion escape into the cell cytoplasm, as it was observed during 
the appearance of edema, the potassium ion concentration would have 
considerably increased at the same time. The concentration of the 
sodium ions in the extracellular fluid of the cerebral cortex which was 
initially about 139 mEq/1 decreased to 126 mEq/1, i.e. by about 13 mEq/1 
in the present studies. This means that the amount of the solvent, i.e. 
of water coming from the blood stream, was increased by about 10 per 
cent, that is by approximately 0.1 microliter to each microliter of the 
tissue fluid. Therefore, the amount of the extracellular fluid, i.e. the 
volume of the extracellular space was also increased by approxim ately 
10 per cent and accordingly the whole volume of the brain increased 
by about 1.3 per cent. With due regard for the fact that the increase 
of the brain volume was actually considerably greater during the in
crease of the systemic venous pressure in the present experiments, we 
may conjecture that it was an appreciable degree caused by the increase 
of the blood volume in the cerebral vasculature.

When the brains were still normal (usually a t  the beginning of the 
experiment) the brain volume increased and decreased in parallel with 
the systemic venous pressure and the initial concentration of the so
dium ions was recovered in the extracellular fluid of the cerebral tissue. 
This proved the reversibility of the processes under investigations, i.e. 
the blood volume in the cerebral vasculature undergoes a decrease 
because of draining of blood outside the skull and the excess of the 
extracellular fluid re turns  into the blood flowing in the capillaries. 
However, when in the course of the individual experiments the brains 
became preedematous, i.e. predisposed to development of edema, the 
histeresis in the plots of the changes of brain volume against the 
changes in systemic venous pressure changes (and, thus, the changes 
in cerebral venous pressure) was detected regularly. This phenomenon 
is assumed to be dependent on the delay of evacuation of the excess 
of blood from the extracellular tissue spaces resulting in the develop
ment of edema. In addition the water might be transferred  into the 
cytoplasm, since a disturbance in active transport of sodium and potas
sium ions in the cytoplasmic membranes was evident in this period: 
a considerable increase in potassium ion concentration in the extracel
lular fluid was detected in the present experiments. The main source 
of potassium seems to be in this case the cell cytoplasm, since the potas
sium ions are passing very poorly from the blood through the capillary 
membranes (Katzman et al., 1968).

Because of the existence of large channels connecting the in tra- and 
extracranial venous system and the linear relationship of the pressures 
in them detected in the present experiments, the blood retention in the
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cerebral venous system under these conditions may be explained only 
by changes in the mechanical properties of the cerebral tissue, such 
as the  increase in its compliance and decrease in its elasticity. The 
contribution of such changes to the development of brain edema has 
been postulated previously (Mchedlishvili, Akhobadze, 1960; Kvitnitsky- 
-Ryzhov, 1963), but no convincing experimental evidence has been pre
sented so far. Furthermore, the retention of water inside the tissue 
spaces might also be explained by the above mentioned changes of the 
mechanical properties of the cerebral tissue, since this would cause 
a comparative decrease of the pressure inside the tissue spaces under 
these conditions. On the other hand, the retention of water in the 
tissue spaces may depend on the increase in osmolarity of the cerebral 
tissue, i.e. on changes which had been recently mentioned by Hossmann 
(1976) in the edematous brain.

Consequently, together with the circulatory factors investigated pre
viously (Mchedlishvili et al., 1976) the present study demonstrates an 
important role of the tissue factors responsible for the development of 
brain edema. These tissue factors seem to comply with the changes of 
both the mechanical properties of the cerebral tissue and its osmolarity.
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DALSZE BADANIA PATOFIZJOLOGICZNYCH MECHANIZMÓW 
POWSTANIA OBRZĘKU MÓZGU W NASTĘPSTWIE NIEDOKRWIENIA

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

W doświadczeniach przeprowadzonych na dorosłych królikach przed, w czasie 
i po niedokrwieniu trwającym 15—20 min. badano zmiany objętości mózgu (BrV) 
przy powtarzającym się, kontrolowanym podwyższeniu (o ok. 15 mm Hg) ukła
dowego ciśnienia żylnego (SVP). Zmiany wymienionych parametrów w normie 
zachodziły na ogół równolegle, natomiast po niedokrwieniu w zapisach pojawiała 
się histereza. Histereza wskazywała na opóźnienie wypływu krwi z układu żylne
go mózgu oraz resorpcji wody z przestrzeni międzykomórkowych tkanek mózgu. 
Dane dotyczące znacznego przenikania wody z kapilar do tkanek mózgu, towarzy
szącego podwyższeniu układowego ciśnienia żylnego (SVP), a co za tym idzie 
ciśnienia wewnątrznaczyniowego, uzyskano z badania dynamiki jonów Na + i K + 
w płynie pozakomórkowym okolicy ciemieniowej kory mózgu. Oznaczenia te w y
konywano przy pomocy elektrod jono-selektywnych. W warunkach normy proces 
ten był odwracalny, natomiast po niedokrwieniu nadmierna filtracja wody pro
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wadziła w rezultacie do powstania obrzęku mózgu. Przypuszcza się, że zmiany 
przed obrzęk owe spowodowane niedokrwieniem są wynikiem zmian mechanicznych 
właściwości mózgu i/lub zmian osmolamości jego tkanek.

Г. И. Мчедлишвили, JI. С. Николаишвили, M. JI. Иткис

ДАЛЬНЕЙШИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ ПАТОФИЗИОЛОГИЧЕСКИХ МЕХАНИЗМОВ 
РАЗВИТИЯ ПОСТИСХЕМИЧЕСКОГО ОТЕКА ГОЛОВНОГО МОЗГА

Р е з юм е

В экспериментах на взрослых кроликах до, е о  время и после исхемии голов
ного мозга длительностью в 15—20 минут исследовались изменения объема 
мозга (Обм) при повторяющихся тестах контролируемого повышения (при
мерно на 15 мм рт.ст.) общего венозного давления (ОВД). Изменения указанных 
параметров происходили обычно параллельно пока мозг был еще нормальным, 
но после исхемии в графиках их зависимости появлялся гистерезис. Последний 
указывал, что при этом наступала задержка дренажа крови из венозной со
судистой системы мозга и задержка резорбции воды из межклеточных про
странств мозговой ткани. О значительной фильтрации воды из капилляров 
в ткань мозга е о  время повышения ОВД и, следовательно, внутрисосудистого 
давления, свидетельствовали изменения [Na+] и [К+] в экстрацеллюлярной 
жидкости теменной области коры головного мозга, которую определяли с по
мощью ион-селективных электродов. Это явление было обратимым в нормаль
ном мозгу, но после исхемии габлюдалась избыточная фильтрация воды в ткань 
мозга, приводившая в конце концов к развитию ее отека. Предполагается, что 
предотечные изменения в мозге, возникающие в результате исхемии, заклю
чаются в изменениях механических свойств ткани мозга и (или) в изменениях 
ее осмолярности.
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ADDITIONAL COMMENT

In the late 60-ties, a cooperation in the field of brain hypoxia has been initiated 
between the I. Beritashvili Institute of Physiology of the Georgian Academy 
of Sciences in Tbilisi and the Medical Research Centre of the Polish Academy 
of Sciences in Warszawa. The first joint Symposium was held in Tbilisi in 1973. 
The papers presented at this Symposium were published in a separate number 
of Neuropatologia Polska (no 4, 1974) as „Proceedings of the Soviet-Polish Sym
posium on circulatory brain hypoxia”. The current number of the quarterly in
cludes a part of the material presented at the 2nd workshop of the cooperating 
scientists which was held in Tbilisi in September, 1—5, 1976. The remaining papers 
from this Symposium will be published in the sebsequent number of Neuropato
logia Polska.
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I. Beritashvili Institute of Physiology, Georgian Academy of Science«, Tbilisi, USSR  

Head of the Laboratory: prof. dr G. I. Mchedlishvili

The blood supply to the cerebral tissue and hence microcirculation 
in the latter, depends upon both the perfusion pressure (the differen
ce between the systemic arterial and venous pressures) and the cere
brovascular resistance. The latter, in its turn, is a sum of segmental 
resistances along the whole way of blood flow in the cerebral arteria l 
system — i.e. along pial and intracerebral arteries — up to the capil
laries. The experimental techniques developed mainly in the course 
of the 1960s made possible to study the functional behavior of all these 
vascular mechanisms of the brain under different physiological and 
pathological conditions (Mchedlishvili, 1972). It was demonstrated that 
under conditions of deficiency of blood supply to the cerebral tissue, 
which is particularly  evident during ischemia, there are the pial a r te 
ries, especially the smaller ones, tha t  accomplish compensation for 
the inadequate blood supply to the cerebral tissue (Mchedlishvili et al.,
1974).

In the recent years several microvascular mechanisms have been 
revealed in the system of the smaller pial arteries. These microvascular 
mechanisms were found to be specific small portions of the pial a r te 
rial ramifications, which appeared to be particularly active under diffe
rent conditions of regulation of blood supply to the cerebral tissue 
(Baramidze, Mchedlishvili, 1975; 1977). The microvascular mechanisms 
are: (a) the sphincters at the site of the right angle offshoots of the 
smaller pial arterial branches from the larger trunks (SOPA); (b) the 
precortical arteries (PCA) representing short active segments between
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the smallest pial arterial branches and the radial arteries penetrating 
into the cerebral cortex; (c) the pial arterial microanastomoses (PAMA) 
between the smallest arterial branches throughout the cerebral surface. 
These microvascular mechanisms were previously studied under con
ditions of cerebral ischemia by the use of the technique of their supra
vital fixation (Mchedlishvili, Baramidze, 1974\ but this technique pos
sesses certain limitations and hence the obtained information on the m i
crovascular behavior remained insufficient.

For a better understanding of the functional behavior of the m i
crovascular mechanisms in the pial arterial system another technique 
was developed recently for their study in vivo. The aim of the present 
work was the study of the SOPA, PAMA and PCA in rabbits with 
this technique under conditions of 15 minutes long ischemia in the ce
rebral hemispheres and of the subsequent recovery of blood supply to 
the brain.

MATERIAL AND METHODS

The experiments were carried out on 23 adult rabbits of both sexes 
weighing 2.5—3.0 kg. The animals were anesthetized by intravenous 
administration of either U rethan (approx. 1 g per kg body weight) or 
Hexenalum (30 mg per kg body weight).

The preliminary surgical procedure was a follows: an incision was 
made along the sagittal line of the neck, and both common carotid 
arteries were exposed. F u rther  a catheter of a possible largest diameter 
was introduced into one (usually the  right one) of them  in the thoracic 
direction. The catheter was connected with either a m ercury  manometer, 
or with a pressurized reservoir system through a cock permissing to 
switch arb itrarily  one or the other. A thick silk ligature was then 
administered around the contralateral common carotid arte ry  per
mitting to occlude it when necessary.

A large craniotomy hole was made in the parietal region of the
cerebral hemispheres. After removal of the dura m ater close to the 
beginning of the experiment the brain surface was covered with a thin 
glass plate, the space under it being filled with artificial cerebrospi
nal fluid. An incision was made along the sagittal line of the neck 
under the occiput and the fourth brain ventricle was efficiently drained 
to maintain pulsation of the cerebral surface during the microscopical 
study of the pial microvascular mechanisms.

Heparin (approx. 1,500 units per kg body weight) was injected in tra
venously as soon as the surgical procedure was over.
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The studies of the pial microvascular mechanims were carried out 
before, during and following the cerebral ischemia lasting 15 minutes. 
The experimental model of the controllable cerebral ischemia described 
previously (Mchedlishvili, 1973) was used in the present experiments. 
It consisted of (a) arrest of blood supply to the cerebral hemispheres 
by occluding both common carotid arteries (one of them was occluded 
during the preliminary surgical procedure) and (b) restriction of the 
collateral blood supply to the cerebral hemispheres by lowering the 
systemic arterial pressure down to 20— 25 mm Hg.

For the in  vivo  study of the functional behavior of the pial micro
vessels on the surface of the parietal cortex, the rabbits were fastened 
to a stand easily sliding on a heavy iron table with dampers (to pre
vent from the influences of fluctuations of the room’s floor). The 
brain surface microvessels were studied under a microscope with the 
ra te  of magnification of 80 times and photomicrographed at specified 
moments. During this procedure the brain surface was illuminated 
with a lamp supplied with a C3C-7 light blue filter for contrasting the 
blood vessels. The illuminator was additionally supplied with two 
C3C-14 heat filters and with an automatic device permitting to increase 
the lightening during photographing to avoid overheating of the brain 
surface during the experiment. Following the development of the films 
the diameters of the chosen microvessels were measured on every 
frame of the film by projecting them on a screen where the diame
ter of the microvessels was increased approx. 500 times in comparison 
with the real ones. By plotting the obtained data on the millimeter 
paper, the whole dynamics of the diameter changes of the particular 
microvessels was presented over a given period of time.

Since only microvessels of 15—50 м-m were studied in the present 
work, the mean error of diameter measurements was evaluated. For 
this purposa the fixed total microscopical preparations of the rabbits’ 
pia mater were used. At first the diameter of a number of pial a r te 
ries was determined with the help of an ocular micrometer of the 
microscope under magnification of 900 times. Then the same blood vessels 
were photomicrographed under the same conditions as in the in vivo  
experiments, i.e. under magnification of 80 times and on the same 
film. The latter was further projected on the screen as usually, the 
blood vessels measured and the mean error of the m easurement of 
their diameter determined. The error appeared to be 5%.

At the beginning of each experiment the pial microvessels were se
rially photomicrographed on the brain surface in a chosen vascular bed 
either for 10— 15, or 40— 50 minutes to determine their functional be
havior under steady state conditions. The same blood vessels were
N e u r o p a t o l o g i a  P o l s k a  — 2
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studied fu rther  in the course of the cerebral ischemia and of the sub
sequent postischemic period when the blood supply to the brain was 
stored. The cerebral ischemia was sometimes produced repeatedly.

The results of the measurements of the pial microvessels were evalu
ated statistically and are presented below as mean and standard errors.

RESULTS

The microvascular mechanisms of the pial arterial system, i.e. the 
sphincters at the offshoots of the pial arteries (SOPA), the pial arteria l 
microanastomoses (PAMA) and the precortical arteries (PCA), were s tu
died: (a) under steady state conditions — at the onset of the experi
ments when during 30— 60 minutes, the cerebral circulation remained 
still unaffected, (b) in the course of the cerebral ischemia lasting 
15 minutes and (c) in the postischemic period for about 30—45 minutes 
following the recovery of blood supply to the brain.

Under steady state conditions the microvascular mechanisms be
haved according to their structural and functional peculiarities (Fig. 1).

PA°-

S0PA°— Y44»

PCA°-o------MO—

PAMAô K />

PCA SOPA

Is 20

dosed. 
Zamknięte 0

Czas (min.) 
Time (min.)

Fig. 1. The patterns of the width of different microvascular mechanisms: sphincter 
of the offshoot of a pial artery (SOPA), pial arterial microanastcmose (PAMA), 
precortical artery (PCA) and of a small pial artery (PA) under steady state 
conditions at the beginning of one of the experiments. A schematic design of the 

microvascular mechanisms under study is given on the right.
Bye. 1. Średnice różnych mikronaczyń w stałych warunkach przed rozpoczęciem 
doświadczenia: zwieracz oponowego odgałęzienia tętniczego (SOPA), mikroanasto- 
moza tętnicy oponowej (PAMA), tętnica przedkorowa (PCA), tętniczka oponowa 

(PA). Po prawej schemat badanych mechanizmów mikronaczyniowych.

The SOPA, representing the initial segments of the branches of the 
pial arteries which shoot off at right angles from the larger pial a r te 
ries, had initial diameter ranging from 20— 80 i-im in the present expe
riments. Under steady state conditions active changes of the width of
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the SOPA were observed during which their diameter changed appro
ximately by 10— 15% of their initial size (which was considered as 
100%). The changes appeared seldom — sometimes 2—3 times per hour.

The PCA involving short active vascular segments located immedia
tely before the entering of the radial arteries into the cerebral cortex 
had a range of the diameter from 20 to 60 ц т  in the present experi
ments. The changes of their lumen stand for the control of the blood 
supply to tissue regions surrounding the individual radial arteries. 
Under steady state conditions the PCA either did not change their 
diameter during 30—60 minutes, or changed it independently of the 
respective SOPA from whose ramifications of the PCA originated. The 
diameter of the PCA changed by approx. 5— 10% with respect to the 
initial value sometimes with the same frequency as that of SOPA.

The РАМА connected the neighbouring terminal branches of the pial 
a rteries  from which the m ajority  of the PCA originated. The range 
of the caliber of the РАМА was 15—80 м т  in the present experiments. 
The true РАМА may be singled off by the following criteria: (a) their 
caliber was comparative smaller than  of those arterial branches which 
were connected by the respective РАМА; (b) PCA are never offshooting 
from the genuine РАМА; (с) the direction of the blood flow in the 
РАМА m ay vary  and their lumen changes considerably — down to 
a complete switch off of the microvessel. Thus, the functional beha
vior of the true  РАМА differed tangibly from that of the SOPA and 
the PCA: while the diameter of the la tte r  microvessels changed compa
ratively  insignificantly (see above) the РАМА showed periodically 
such a narrowing of their lumina that the microvessels became invi
sible (Fig. 2). The periods of functioning of the РАМА varied approx. 
from 2—4 per 5 minutes to 1— 5 per hour.

The microvascular mechanisms became much more active in the 
ischemic and postischemic periods. Following the development of the 
cerebral ischemia, due to occlusion of both common carotid arteries and 
the drop of the systemic arterial pressure to approx. 25 mm Hg, the 
most typical reaction of the smaller pial arteries, the SOPA, the РАМА 
and the PCA was their dilatation. In different experiments the time 
of the  decrease of the level of the systemic arterial pressure varied 
from about 30 seconds to three and a half minutes and then the pres
sure remained at a constant level. The experiments proved that the 
period in which the microvessels reached the new value of maximal 
d iam eter was dependent on the rate of the drop of the systemic arterial 
pressure, the faster the la tte r  the shorter the period of establishing the 
new value of the diameter responses of the microvessels (Fig. 3).
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Fig. 2. The fluctuations of 
the width of a pial arterial 
microanastomose in one of 
the experiments; „op” means 
open and ,,cF' means closed, 
i.e. the microvessel disappe
ared from the field of vision. 
А, В, С and D are continua

tion of each other.
Rye. 2. Zmiany światła mi- 
kroanastomozy tętnicy opo
nowej w jednym z doświad
czeń; „op” — otwarte „cl” — 
zamknięte (zniknięcie mikro- 
naczynia z pola widzenia). 
А, В, C, D — kolejne fazy.

Czas (min.)
Time (min.)

The changes of the vascular diameter of the microvessels under the 
conditions of cerebral ischemia a ie  shown in Fig. 4. The m ajority  of 
pial arteries, of the SOPA, PAMA and PCA underw ent dilatation or 
remained unchanged. The latter  evidenced, in turn, a decrease of the 
vascular tone, though the vessels were too narrow, since the intra- 
vascular pressure dropped in this period. Only few microvessels under 
investigation underw ent constriction. In the course of a 15 minutes long 
ischemia, in spite of the fact that the hemodynamic conditions rem ain
ed unchanged, there -üvas a gradual tendency to constriction of both 
the SOPA and the PCA.

Following the recovery of blood supply to the brain, when the intra- 
vascular pressure did rise, the num ber of the constricted SOPA increas
ed during the first 15 minutes of the postischemic period. The PCA, on 
the contrary, dilatated throughout the cerebral surface from the very 
beginning of the recovery of blood supply to the brain, and later (within 
30—45 minutes of recovery of cerebral blood flow) they started  to con
strict (Fig. 4 \

The data outlined in Fig. 4 show that  the responses of the SOPA, 
PAMA and PCA may be not only different, but even oppose each other. 
This difference in the vascular responses was especially pronounced
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1'ig. 3. Time of establishment of the maximal response (of the diameter change) 
of the sphincters of the offshoots of the pial arteries, of the pial arterial micro
anastomoses and of the precortical arteries (ЛТ max ф) relative to the duration 

of the drop of the systemic arterial pressure (ЛТ |  SAP)
Ryc. 3. Czas ustalenia się maksymalnej reakcji (zmiana średnicy) zwieraczy opo
nowych odgałęzień tętniczych, mikroanastomoz tętnic oponowych i tętnic przed- 
korowych (AT max 0) w stosunku do czasu trwania spadku obwodowego ciśnie

nia tętniczego (ЛТ ф SAP).

Fig. 4. The amount of various responses of the sphincters of the offshoots of the 
pial arteries (SOPA) (upper part), of the precortical arteries (PCA) (middle part) 
and of the pial arterial microanastomoses (РАМА) (lower part) expressed in per 
cent of all the microvessels under investigation during cerebral ischemia and in 

the postischemic period following the recovery of blood supply to the brain.
Ryc. 4. Odsetek różnych reakcji zwieraczy oponowych odgałęzień tętniczych (SOPA 
— część górna), tętnic przedkorowych (PCA — część środkowa) i mikroanastomoz 
tętnic oponowych (РАМА — część dolna) w  stosunku do wszystkich badanych 
rnikronaczyń podczas niedokrwienia mózgu i po niedokrwieniu (po przywróceniu

dopływu krwi do mózgu).
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during the first five minutes of ischemia, as well as in the early post- 
ischemic state, but the difference might be also observed during other 
periods which under study. There was a particular difference in the 
responses of the PAMA in the course of ischemia and  in the postische- 
mic period. If during the first five minutes about half of these micro
vessels showed dilatation and the other half — constriction, in the 
following stages of ischemia there was a gradual increase in the num 
ber of dilatated PAMA. The other peculiarity of the functional beha
vior of these microvascular mechanisms consisted in a complete disap
pearance of fluctuations of their lumina, which was evident in the pre- 
ischemic period and they remained mostly open. In the  postischemic 
period the PAMA gradually narrowed throughout the cerebral surface.

Because of the differences in the vascular response of the SOPA and 
the respective pial arteries from which they branched off, or which re
presented an immediate continuation of the  offshoots, their response 
were compared to each other. The data are presented in Fig. 5 show
ing tha t  the differences in the functional behavior of these microvessels 
were more and more pronounced as ischemia went on, as well as in 
the early  postischemic period.

r — i  skurcz oba mikronaczyń 
U  both dilated.
rr-тлrozszerzenie oba mikronaczyń 
L-^both constricted

□ reakcje skierowane przeciwnie 
differently directed responses

krwi do mózga 
Recovery of CBF

Niedokrwienie
Ischemia

100

SOPA'

SOPA'

Czas po rozpoczęciu dośw iadczenia  (min.) 
Time a fter  onset (min.)

Fig. 5. Comparison of the res
ponses of the sphincters of the 
offshoots of the pial arteries 
with the pial arteries from which 
the respective branches were 
shot off (upper part) and of the 
sphincters with the branches 
at the beginning of which they 
formed the microvascular me
chanisms (lower part). The amo
unt of each variant is presented 
as a per cent of all the micro- 

vessels under investigation.

Rye. 5. Porównanie reakcji zwie
raczy oponowych odgałęzień tęt
niczych z reakcją tychże odgałę
zień (część górna) oraz reakcji 
zwieraczy oponowych odgałęzień 
tętniczych z odpowiedzią począt
kowego odcinka odgałęzień tęt
niczych, uczestniczącego czynnie 
w mechanizmach mikrokrążenia 
(część dolna). Każdy wariant 
jest przedstawiony w postaci od
setków wszystkich badanych mi

kronaczyń.
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Since the dilatation seems to be the most typical response of all 
the studied microvessels under conditions of ischemia and in the 
following postischemic period, the dependence of the magnitude of m i
crovascular responses against the initial vascular diameter was deter
mined. Fig. 6 shows tha t  there  was a definite tendency of smaller 
blood vessels to dilate tangibly in comparison with the larger ones, but 
the relationship was not very specific.

200

150

Fig. 6. The percentage of 
the diameter increase of 
the sphincters of the off
shoots of the pial arteries 
(upper part) and of the 
precortical arteries (lower 
part) (their initial diame
ter =  100%) depending
upon the initial caliber of 
the respective microves- 

sels.
Rye. 6. Procentowy wzrost 
średnicy zwieraczy opono
wych odgałęzień tętniczych 
(część górna) oraz tętnic 
przedkorowych (część dol
na), zależny od początko
wego przekroju odpowied
nich mikronaczyń (średni
ca początkowa =  100%).
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DISCUSSION

Following the discovery of the active microvascular mechanisms of 
the pial a rteria l system in the early 1970s, they have been studied using 
total microscopical preparations of pia m ater fixed in v ivo  under diffe
ren t experimental conditions (Mchedlishvili, Baramidze, 1974; Mched- 
lishvili et al., 1974, 1975; Baramidze, Mchedlishvili, 1975, 1977). The 
present studies of the microvascular mechanisms in v ivo , i.e. of the 
sphincters a t  the offshoots of pial arteries (SOPA), precortical arteries 
(PCA) and pial arteria l  microanastomoses (PAMA), have considerable 
advantages. Serial vital photomicrography of the blood vessels with sub-
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sequent measurements of the vascular diameters on every film frame 
described the whole dynamics of the vascular responses. This technique 
yielded direct and quantitative data. Since the diameter of the same 
microvessels was measured in the course of the experiments, the obtain
ed data provided the observers with quite satisfactory information on 
the dynamics of the microvascular behavior.

However, there might be some sources of errors while using this 
technique. Since there  was a large craniotomy hole, the pial arteries 
were deprived of the external (i.e. of intracranial) pressure. But this was 
ra ther an advantage, since the possible influences of any unexpected 
changes of the latter  were excluded and the pial arteries remained 
under steady state conditions of extravascular pressure during the 
experiments. On the other hand, it was impossible to see the walls of 
the pial microvessels and actually only the width of the erythrocyte 
stream was recorded on films and m easured subsequently. But, as it 
was shown before (Mchedlishvili et al., 1974, 1975) the dependence of 
the width of the red cell stream and the actual vascular diameter seems 
to be strictly linear and hence the obtained data on the vascular dia
meter changes are reliable.

The present experiments in which the functional behavior of the 
pial microvascular mechanisms was studied under conditions of tangible 
deficiency of blood supply to the brain tissue and of its subsequent 
recovery demonstrated that the m ajority  of the microvessels either 
underwent dilatation or their width remained unchanged. Since the 
intravascular pressure should drop considerably under the ischemic 
conditions, these vascular responses m ay be considered active. It is 
reasonable to conjecture that these vascular responses are due to the 
controlling signals that affect the microvessels, as feed-back, regu
lating the adequate blood supply to the cerebral tissue.

The arrangem ent of the pial microvascular mechanisms makes it pos
sible to control both the distribution of blood flow in the pial vascular 
bed and the ra te  of blood supply to the very small regions of the ce- 
rebra! cortex surrounding the single radial arteries. Since there were 
no arterial and arteriolar anastomoses discovered inside the cerebral 
cortex (Klosovski, 1951), the blood supply to the tissue is completely 
dependent upon the blood flow in the respective radial arteries (Gan- 
noushkina, 1958). Every radial a r te ry  is supplying a comparatively 
small tissue area of the cerebral cortex: as it was shown earlier (Mched
lishvili et al., 1974, 1975) 1 mm2 of the cerebral surface of rabbits 
comprises about 5.2 radial arteries. This means that the pial micro
vascular mechanisms should be able to control microcirculation in very 
small regions of the cerebral tissue.
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In spite of the fact that the blood supply was deficient throughout 
the cerebral cortex, a marked variety of the vascular responses of SOPA, 
PCA and PAMA were observed during all stages of the cerebral ische
mia and of the following postischemic recovery of blood supply to the 
brain. There were considerable differences in the microvascular respon
ses of the SOPA and PCA, on the one hand, and of the PAMA, on the 
other, even under steady state conditions. It the SOPA and the PCA 
showed only insignificant fluctuations of the vascular diameter which 
probably was adjusted to the change of the blood supply to the indivi
dual artery , the PAMA showed ccinsiderable changes in their width, lea
ding even to their complete disappearance from the field of vision. 
This does not mean however, that the microvessels did close fully in 
these periods. It is quite probable that they only narrowed and the 
erythrocyte flow disappeared from their lumina, that is they trans
formed into plasmatic blood vessels (Mchedlishvili, 1958\ The evidence 
for such a vascular behavior in the pial arterial system has been de
m onstrated in a previous study where the plasmatic, but not closed, 
anastomoses in the pial arterial system were observed in the total 
microscopical preparations of the pia m ater in rabbits (Mchedlishvili, 
Devdariani, 1964). Along with this, frequent changes were detected in 
the direction of the blood flow in the PAMA, which in this way might 
supply different tissue regions with blood. The mentioned peculiarities 
of the functional behavior of the two types of the pial microvascular 
mechanisms are probably due to the difference between their main 
functions. The SOPA and the PCA control mainly the resistance along 
the way of blood to the individual radial arteries, while the PAMA 
control primarily the distribution of blood between the neighbouring 
radial arteries or groups of these arteries.

Besides the dilatatory responses also the constrictory responses of 
the pial microvessels were observed under the conditions of cerebral 
ischemia. The latter may represent either passive narrowing in response 
to a drop of the intravascular pressure or active vasoconstriction. The 
latter cannot be related to the control of adequate blood flow in the 
tissue which suffered more and more from the deficiency of blood sup
ply in the course of ischemia. This might be only due to a control of 
distribution of blood flow to the neighbouring tissue area, if its metabolic 
demands surpasses others’. It is also quite probable that the mentioned 
behavior of the pial microvascular mechanisms causes ischemic lesions 
m a great num ber of individual small focuses throughout the cerebral 
cortex. And at last, an active constriction of the microvtssels during 
the cerebral ischemia might be also a manifestation of a regulation
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which is directed, for example to a compensation for the development 
of edemic changes in some locuses of the brain tissue.

During the postischemic period when a recovery of blood supply
to the brain became manifested, the behavior of the pial microvascular 
mechanisms was not uniform. On one hand, the m ajority  of the small 
arteries, as well as of the PCA, dilatated and this is to be understood 
a passive response to the increase of the intravascular pressure. On
the other hand, other microvascular mechanisms, especially the SOPA,
started to constrict or their width rem ained unchanged, representing 
an active response of the microvessels’ walls. It m ight be conjectured 
that the latter was direct, first, to a restriction of the superfluous blood 
supply to the cerebral tissue and secondly, to a restriction of the ede
matous changes in it, since the preedemic changes m ay accompany de
ficiency of blood supply to the cerebral tissue (Mchedlishvili e t al., 
1976).

Along with the new data accumulated in the present study demon
strating the functional behavior of the microvascular mechanisms in the 
pial arteria l system, a set of new problems of their behavior arose. Ge
nerally speaking, the main problem seems to be the controlling fun
ction of the pial microvascular mechanisms in the regulation of an 
adequate blood supply to the individual radial arteries and hence to 
very small regions of the cerebral cortex. Another im portant problem 
is the role of the pial microvascular mechanisms in the compensation 
of the brain edema which appears prim arily  in small regions of the 
cerebral tissue and is then gradually distributed to the larger areas of 
the brain. For the solution of the problems a fu rther  detailed research 
of the functional behavior of the microvascular mechanisms in the pial 
a rteria l system is necessary.

D. G. Baramidze

FUNKCJONOWANIE MECHANIZMÓW MIKRONACZYNIOWYCH 
OPONY MIĘKKIEJ W WARUNKACH NIEDOKRWIENIA 

I W OKRESIE PO NIEDOKRWIENIU

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

Celem pracy było badanie zachowania się mechanizmów mikronaczyniowych 
regulujących mikrokrążenie w  korze mózgu — małych tętnic opony miękkiej (PA), 
zwieraczy oponowych odgałęzień tętniczych (SOPA), tętnic przedkorowych (PCA) 
oraz oponowych anastomoz tętniczych (PAMA) — w warunkach niedokrwienia 
i w okresie po niedokrwieniu. W okresie niedokrwienia większość badanych małych 
naczyń ulegała rozszerzeniu, co w warunkach obniżonego ciśnienia wewnątrz
naczyniowego jest zapewne procesem czynnym i prawdopodobnie przeciwdziała
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jącym upośledzeniu ukrwienia tkanek mózgu. Z drugiej strony obserwowano 
skurcz niektórych drobnych naczyń — szczególnie oponowych odgałęzień tętniczych 
i tętnic przedkorowych. W okresie po niedokrwieniu, tego rodzaju reakcje opono
wych odgałęzień tętniczych były silniej wyrażone. Można sądzić, że reakcja skur
czowa naczyń może być odpowiedzialna za uszkodzenie niektórych obszarów kory, 
ale z drugiej strony może ona prowadzić do redystrybucji krwi do innych obszarów 
mózgu na zasadzie mechanizmu kompensacyjnego. Czynny skurcz oponowych 
odgałęzień tętniczych w okresie po niedokrwieniu może być także uważany za 
kompensacyjną reakcję małych naczyń, prowadzącą do ograniczenia nadmierne
go ukrwienia tkanek mózgu, co mogłoby zapobiegać wystąpieniu obrzęku.

Д. Г. Барамидзе

ФУНКЦИОНИРОВАНИЕ ПИАЛЬНЫХ МИКРОВАСКУЛЯРНЫХ МЕХАНИЗМОВ 
ПРИ ИСХЕМИИ И ПОСЛЕДУЮЩЕМ ПОСТИСХЕМИЧЕСКОМ 

ВОССТАНОВЛЕНИИ КРОВОСНАБЖЕНИЯ ГОЛОВНОГО МОЗГА

Р е з ю м е

Целью настоящей работы являлось изучение функционального поведения 
микроваскулярных механизмов, регулирующих микроциркуляцию в коре голов
ного мозга — мелких пиальных артерий (ПА), сфинктеров ответвлений пиаль- 
ных артерий (СОПА), прекортикальных артерий (ПКА) и пиальных артериаль
ных микроанастомозов (ПАМА) — как во время исхемии, так и в постисхеми- 
ческом периоде. Во время исхемии большинство изученных микрососудов 
подвергалось дилатации, которая в условиях уменьшения внутрисосудистого 
давления, очевидно, была активной и направленной на ограничение дефицита 
кровоснабжения ткани головного мозга. С другой стороны, была отмечена кон
стрикция некоторых микрососудов, особенно СОПА и ПКА, в то время как 
количество подобных реакций СОПА увеличивалось в постисхемическом перио
де. Можно предположить, что при исхемии эти констрикторные реакции явля
ются причиной повреждений некоторых областей коры, но, с другой стороны, 
они могут быть направлены на ограничение кровотока в одних участках для 
компенсации исхемических изменений в других областях ткани мозга. Активная 
констрикция СОПА в постисхемическом периоде может также трактоваться, как 
компенсаторная микрососудистая реакция, направленная на ограничение избы
точного кровоснабжения ткани мозга, препятствующая развитию в нем отека.
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It has been show earlier tha t  hypoxia of the brain is accompanied by 
considerable changes in the content of biogenic amines in the cerebral 
tissue (Chikvaidze, Melitauri, 1974). On the other hand, it is known, 
that cyclic 3’,5’-AMP participates in the effect of biogenic amines (Do
min, Fedenko, 1976; Abakumova, Fedorov, 1970; Kometiani, 1974) hence 
it could be assumed that in the process of hypoxia, the brain metabolism 
of cyclic 3’,5’-AMP may also be considerably changed.

Studying the content of cyclic 3’,5’-AMP in the cerebral tissue after 
decapitation Breckenridge (1974) showed that after 20 seconds it was 
a lready  twice increased. The increase proceeds for about 1.5 min, and is 
followed by a gradual decrease. It is of interest that different areas of 
the brain differ considerably in this respect. The most pronounced in
crease of the amount of cyclic 3’,5’-AMP occurs in the cerebellum, the 
least — in the cerebral cortex. The cause of this increase under decapi
tation is unknown. Analogous data were obtained by Schmidt et al. 
(1971). Other authors (Lust et al., 1975), studying a long-term ischemia 
in Mongolian gerbils, discovered that a significant increase of cyclic 
3’,5’-AMP in the cerebral cortex takes place after 2 hr-long ischemia 
with a subsequent decrease to the control level.

In continuation of our investigations on the biochemical aspects of 
brain ischemia, the aim of this work was to evaluate changes in the 
content of cyclic 3 \5 ’-AMP and in the activity of enzymes controlling 
its level in different areas of the brain.
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MATERIAL AND METHODS

Cciebral ischemia of rabbits was induced by the Mchedlishvili me
thod ( 1 £73) *. Thin layer chiomatography of dansyl-derivative of cyclic 
3’,5’-AMP was used to determine the amount of cyclic 3’,5’-AMP, as 
well as the activities of adenyl cyclase and phoshodiesterase, using 
a madificaticn of the Jaliashvili and Chikvaidze method (1973). For 
the determination of cyclic 3’,5’-AMP, the brain was placed into dry 
ice and 20 mg of the tissue was homogenized in 0,05 M HC1 immedia
tely after the termination of ischemia, then dansyl-chloride was added 
and the m ixture  was incubated for 1.5 h r  at 30°C.

After dansyiation the specimen was concentrated and plotted on 
a plate. At the end of the two-dimensional thin layer chromatography 
on silicagel, the plate with fluorescent spot of dansyl derivative of cyclic 
Гі’,5’-АМР was photographed under ultraviolet. The amount of cyclic 
S’,5’-AMP was determined by the thickness of the spot on the film.

The activity of adenyl cyclase and phosphodiesterase was determined 
in the homogenate of the tissue. For the determination of the adenyl 
cyclase activity incubation was performed according to Krishna et. al. 
(1S68), for phosphodiesterase — according to Butcher and Sutherland 
(1862). The amount of synthesized cyclic 3’,5’-AMP was evaluated from 
its increase during incubation. The decrease of the added cyclic 3’,5’- 
-AMP indicated the activity of phosphodiesterase. A detailed analysis 
is given in the work of Chilingarov et al. (1975).

Specimens for analysis were taken after 3 min and 15 min of ische
mia, as well as after 30 min of recovery period.

RESULTS AND DISCUSSION

In cur investigations we have chosen cerebellum and cerebral cortex 
on purpose, as these two structures differ considerably from each other 
in the cyclic 3’,5’-AMP content and adenyl cyclase and phosphodieste- 
] ase activities. Our investigations have shown that 3 min ischemia pro
duces an increase in the amount of cyclic 3”5’-AMP both in the cerebral 
coitex and cerebellum (Table 1). In the former it is increased by 47,46%, 
whereas in the latter — by 84,46%. During the next 15 minutes, the con- 
centiation of cyclic 3’,5’-AMP in the cortex is m aintained above the 
noimal level. After restoraticn of the blood supply to the brain the level

* The authors express their gratitude to Z. T. Gordeladze who carried out 
experiments on animals in the Laboratory of Pathophysiology of Cerebral Blcod 
Circulation of I. Beritashvili Institute of Physiology, Georgian Academy of 
Sciences.
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of cyclic S’,5’-AMP in the cortex rises even more and in the 20th minute 
of recovery period it exceeds the norm by 62,0%. An analogous pheno
menon is observed in the cerebellum with the difference that in the post- 
ischemic period the content of cyclic 3’,5’-AMP is no more increased, 
though it is 41,71% above norm.

It is worth mentioning that in our former investigations carried out 
on the same experimental model (Chikvaidze, Melitauri, 1974), s tudy
ing the distribution of catecholamines and serotonine in different parts 
of the rabbit brain, we found a decrease of all studied amines after 
15 min ischemia both in the cerebral cortex and in the cerebellum, 
with the exception of noradrenaline of which the level was not chan
ged in the  cortex. Thus, we could not find a direct correlation between 
the level-of biogenic amines and cyclic 3’,5’-AMP in the cerebral tissue 
under ischemia. The decrease in the content of amines was expected 
to cause a corresponding decrease in the amount of cyclic 3’,5’-AMP. 
Lust et al. (1975), in experiments with 2 hr ischemia in Mongolian gerbils 
could not find a correlation between the decrease of noradrenaline, do
pamine and serotonine and the increase of cyclic 3’,5-AMP. The authors 
assumed that, despite its decrease, noradrenaline may be the cause 
of the increase of the cyclic 3’,5’-AMP level, since even this amount of 
amine is above the minimum required for neuroreceptor binding.

The assumption that intensive release of amines from their depots 
takes place under long-term ischemia is doubtful, since it has been 
shown in a number of works (Ljunggren et al., 1974a; Roitbak, Laba- 
khua, 1974) that brain ischemia produces a decrease in the electric 
activity of the brain — opposite to what might be expected to accom
pany the release of catecholamines.

Since increase of the cyclic 3’,5’-AMP is usually related to changes 
in the activities of adenyl cyclase and phosphodiesterase, we have under
taken simultaneous studies concerning the activity of both enzymes in the 
cerebral cortex and cerebellum under conditions of brain ischcmia.

Our investigation have shown, that activity of adenyl cyclase is not 
significantly changed by ischemia. Only in postischemic period the 
activity increases by 23,97%. On the other hand our previous investi
gations have shown that the concentration of noradiera line  in the ce
rebral cortex under applied type of ischemia is not changed and may 
be sufficient for the activation of adenyl cyclase. The methods applied 
for the determination of the adenyl cyclase activity could not reveal 
the ability of the enzyme to be activated under the influence of catecho
lamines. The activity of adenyl cyclase was determined in the homoge- 
nate of the tissue without adding exoamines and endogenic amines could 
be easily destructed in the process of incubation.
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Table 1. The chrngos in the cyclic 3', б'-АМР level and adonyl cyclase and phosphodiesterase activities during ischomia and postischemic (period
TT.oj ,:\ value of 5— 6 experiments)

Tabela 1. Zmiany poziomu cyklicznego 3', б'-АМР oraz aktywności cyklazy adenylowej i fosfodwuesterazy w czasie niedokrwienia i w okresie po
niedokrwieniu (średnie wartości z 6— 6 doświadczeń)

Cyclic 3', 
Cykliczny 3', 5'

5' -AM P //g/g tissue 
-AM P figi g tkanki

Adenyl cyclase /ig/g tissue/min  
Cyklaza adenylowa /ig/g tkanki/min

Phosphodiesterase / ig /m g  tissue/min  
Fosfodwuesteraza / /g /m g  tkanki/min

Brain cortex 
Kora mózgu

Cerebellum
Móżdżek

Brain cortex  
Kora mózgu

Cerebellum
Móżdżek

Brain cortex 
Kora mózgu

Cerebellum
Móżdżek

Control
Kontrola

15,21 ± 1 ,1 5 15,94 ± 2 ,03 4 ,6 3 ± 0 ,6 5 4,21 ± 0 ,7 8 0 ,9 6 ± 0 ,0 8 0 ,15±0 ,02

Ischemia 3 min 
Niedokrwienie

22,43* ± 2 ,0 29 ,43*±2,38 5 ,02±0 ,82 5,57 ±  0,82 0 ,6 3 * ± 0 ,0 9 0,23* ± 0 ,0 3

Ischemia 15 min  
Niedokrwienie

20,42* ± 1 ,9 0 23,31 * ± 2 ,2 3 4,83 ± 0 ,3 9 6,26±0 ,21 0 ,7 0 * ± 0 ,0 8 0 ,2 5 ± 0 ,0 4

Postischemia 30 min 
Okres po n ie

dokrwieniu

24,69*±1,52 22 ,59*±  1,97 5 ,7 4 ± 0 ,1 4 4,48 ± 0 ,6 7 0 ,8 5 ± 0 ,1 0 0,33 ± 0 ,0 4

* Statistically significant difference from control (p < 0 .05 )
* Różnica statystycznie znamienna (0 < 0 .0 5 )
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It is known that the destruction of membranes by detergents, for 
instance preincubation with Triton X-100 causes activation of adenyl 
cyclase, analogous to that by catecholamines and fluorine ions (Perkins, 
Moore, 1971). Ischemia by impairing the native structure of the mem
branes in the cerebral cells, might disturb the interrelation of amine 
receptors and catalytic centres of enzymes and thus may effect the 
influence of catecholamines on the adenyl cyclase activity.

The other factor, which might be the cause of the accumulation of 
cyclic 3’,5-A M P in the cerebral cortex in the process of ischemia is the 
decrease of the phosphodiesterase activity. The reduction of the acti
vity of phosphodiesterase was indeed observed in the cerebral cortex 
under ischemic condition. The recovery period was characterized by the 
re turn  of the enzyme activity to its initial level.

Studying the changed in the amount of cyclic 3’,5’-AMP in the myo
cardium of dogs under acute ischemia Vollenberger et al. (1972) disco
vered a sharp increase of this nucleotide on the 10th second and this 
level was maintained during fu rther  10 minutes. The authors assumed 
that phosphodiesterase is inhibited during ischemia because of the de
crease of pH of the tissue. The change of pH under ischemia is well 
-known. During ischemia and hypercapnia intracellular and extracellular 
pH of the brain is decreased by no more than 0.5 unit (Ljunggren et al.,
] 974b). Taking into account the fact that phosphodiesterase in vi tro  has 
a pH optimum of 7.5— 9.2 (Blecher et al., 1968) and that under ischemia 
pH decrease to 7.0, such a slight decrease of pH can not cause a sharp 
inhibition of the activity of the enzyme. Therefore, the increase of cyclic 
3’,5’-AMP, especially under long-term ischemia, is not a consequence of 
the decrease of pH only.

In our experiments, changes of the activities of adenyl cyclase and 
phosphodiesterase in the cerebral cortex under ischemic conditions are 
correlated with the change in the amount of cyclic 3’,5’-AMP in the 
same region. Such a direct correlation between the activity of enzymes 
and the concentration of cyclic 3’,5’-AMP is not observed in the cere
bellum. The activity of adenyl cyclase in the cerebellum under ische
mia rises insignificantly and returns  to the control level in the post- 
ischemic period. The cerebellar phosphodiesterase activity increases after 
3 min of ischemia and on the 30th minute of postischemic period reaches 
120% of the control value.

Phosphodiesterase has two forms: free and bound with the m em 
branes (Cheung, 1970). They are characterized by different degrees of 
substrate affinity. Besides it is represented in the form of 7 izozymic 
modifications with greatly distinctive features (Campbell, Oliver, 1972). 
The existence of the m em brane-bound form of the enzyme m ay become
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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an obstruction for the destruction of locally increased contents of 
cyclic 3’,5’-AMP. There are references in the literature  tha t  hormones 
and amines exert their influence on the activity of some forms of pho
sphodiesterase. In the lungs of guinea-pigs phosphodiesterase is inhibited 
by 0.1 mM adrenaline and noradrenaline (Hitchcock, 1973). Dopamine 
inhibits this enzyme in the brain (Nahorski et al., 1973). The opinions 
are controversial, however, since 0.05 mM adrenaline or 1 mM of 
serotonine have been reported not to influence the activity of the 
enzyme in the cerebral tissue (Roberts, Simonson, 1970), the changes 
of the phosphodiesterase activity during ischemia can not be explained by 
the decrease of the concentration of amines. M g+ + and Ca++ ions 
have a considerable influence cm the enzyme activity. Ca~+ ions is neces
sary for phosphodiesterase activation with the help of an albumin regula
tor (Kakiuchi, Yamazaki, 1970\ The impairment in the distribution of ions 
under ischemia may directly influence the phosphodiesterase activity.

It seems possible that some other factors, besides the above men
tioned ones, may cause the change of adenyl cyclase and phosphodie
sterase activities, as well as that of the concentration of cyclic 3’,5’-AMP 
in the brain. Our present investigations are carried out in this direction. 
Thus, it can be concluded that the relation between changes in the cyclic 
3’.5’-AMP content and the activities of the enzymes regulating its 
cerebral tissue level exists, but this is complicated by quite a number 
of different factors.

N. N. Melitauri, V. N. Chikvaidze

ZMIANY ZAWARTOŚCI CYKLICZNEGO 3’,5’-AMP W MÓZGU KRÓLIKÓW 
W WARUNKACH NIEDOTLENIENIA KRĄŻENIOWEGO 

(NIEDOKRWIENIA)

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

Badano wpływ niedotlenienia krążeniowego w czasie niedokrwienia i w okre
sie poniedokrwiennym na zawartość cyklicznego 3’,5’-AMP, aktywność cyklazy 
adenylowej i fosfodwuesterazy w korze mózgu i w  móżdżku królików. W obu ba
danych okolicach mózgu po 3-minutowej ischemii stwierdzano wzrost zawar
tości cyklicznego 3’,5’-AMP. W tych samych warunkach aktywność fosfodwueste- 
razy w korze mózgu obniża się, a w móżdżku wzrasta. 15-minutowe niedokrwie
nie nie powoduje dalszych zmian w  zawartości cyklicznego AMP i w aktywności 
enzymów.

Okres po niedokrwieniu charakteryzuje wzrost cyklicznego AMP w korze 
mózgu i wzrost aktywności fosfodwuesterazy w móżdżku. Nie obserwowano w y
raźnych zmian w aktywności cyklazy adenylowej, jakkolwiek w okresie po nie
dokrwieniu stwierdza się tendencję wzrostu aktywności tego enzymu. W korze 
mózgu zmiany stężenia cyklicznego AMP są skorelowane ze zmianami aktyw
ności enzymów. W móżdżku takiej korelacji nie stwierdzono.
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H. H. Мелитаури, В. Н. Чикваидзе

ИЗМЕНЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ ЦИКЛИЧЕСКОЙ 3’,5’-АМФ 
В ГОЛОВНОМ МОЗГУ КРОЛИКОВ В УСЛОВИЯХ ИШЕМИИ

Р е з ю м е

Было изучено влияние циркуляторной гипоксии (ишемии) и постишемии на 
изменение содержания цикл. 3’,5’-АМФ, активности аденилатциклазы и фосфо- 
диэстеразы в коре и мозжечке головного мозга кроликов. В обоих участках 
мозга при трёхминутной ишемии обнаружено увеличение содержания цикл. 
3’,5’-АМФ. В этих же условиях активность фосфодиэстеразы в коре снижается, 
а в мозжечке увеличивается. Пятнадцатиминутная ишемия не вызывает даль
нейших изменении в количестве цикл. 3’,5’-АМФ и активности ферментов.

Постишемический период характеризуется увеличением в коре мозга содер
жания цикл. 3’,5’-АМФ, а в мозжечке активируется фосфодиэстераза. Адени- 
латциклаза не выявила достоверных изменении в активности, хотя обнаружи
вается тенденция к увеличению активности в постишемическом периоде. В коре 
головного мозга изменение количества цикл. 3’,5’-АМФ коррелирует с измене
нием активности ферментов. В мозжечке такая корреляция не наблюдается.
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Zespół Neuropatologii Centrum Medycyny Doświadczalnej i Klinicznej PAN 
Kierownik: prof, dr med. M. J. Mossakowski

Dostarczenie odpowiedniej ilości tlenu do mózgu jest podstawowym 
czynnikiem jego prawidłowego funkcjonowania. Intensywność proce
sów oksydoredukcyjnych zachodzących w tkance nerwowej w arunkuje 
wysoką wrażliwość OUN na niedotlenienie. Obniżenie zawartości 0 2 we 
wdychanym powietrzu uruchamia fizjologiczne mechanizmy regulacji 
przepływu krwi przez naczynia mózgowe. Zapewniają one prawidłową 
dostawę tlenu nawet przy znacznych zmianach p 0 2 krwi tętniczej. 
Utrzymanie prawidłowego przepływu krwi w mózgu zależy m.in. od po
jemności wyrzutowej serca i układowego ciśnienia krwi. Jednakże nie
wydolność układu oddechowego i krążenia występuje dopiero w cięż
kich stanach hipoksji, w których p 0 2 krwi tętniczej spada poniżej w ar
tości krytycznej. Obserwowane w tych drastycznych warunkach zmia
ny w potencjale energetycznym mózgu są więc skutkiem wtórnie roz
wijającego się niedokrwienia (Ridge 1972, Siesjó i wsp. 1974). P ierw
sze objawy zaburzeń funkcji mózgu występują już we wczesnych sta
diach hipoksji (przy p 0 2 krwi tętniczej wyższym od wartości krytycz
nej) i wyprzedzają zmiany w poziomie związków wysoko energetycz
nych z wyjątkiem fosfokreatyny (Schmahl i wsp. 1966, Siesjó i wsp. 
1974).

Cięższe zaburzenia w OUN w porównaniu z niedotlenieniem wywo
łuje niedokrwienie. Wynikają one ze znacznego upośledzenia lub za
hamowania przepływu krwi uniemożliwiającego zarówno odpływ me
tabolitów (zakwaszenie) jak też i prawidłową dostawę do mózgu glu
kozy i choliny oraz innych związków zapewniających prawidłowy m eta
bolizm tkanki nerwowej.

Celem pracy było prześledzenie metodą histochemiczną aktywności 
AChE w mózgu szczura i chomika mongolskiego w warunkach do
świadczalnego niedotlenienia hipoksyjnego i niedokrwienia.
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MATERIAŁ I METODY

Zmiany aktywności AChE w OUN badano w modelu doświadczalnego 
niedotlenienia i niedokrwienia. Ocenę wpływu niedotlenienia hipoksyj- 
nego na obraz histochemiczny AChE przeprowadzono u 36 szczurów 
rasy Wistar, obu płci. Zwierzęta podzielono na dwie grupy obejmujące 
po 18 szczurów. Szczury umieszczano (po dwa jednocześnie) w ko
morze hipoksyjnej o pojemności 3,5 1, przez którą przepuszczano mie
szaninę o zmiennej zawartości N2 i 0 2. Procentową zawartość poszcze
gólnych gazów ustalano przy użyciu przepływomierza gazowego oraz 
sprawdzano w analizatorze 0 2. Zwierzęta grupy I poddawano 30 min. 
ekspozycji w mieszaninie gazowej zawierającej 4% 0 2 i 96% N2. Na
stępnie wyjmowano je z komory hipoksyjnej i pozostawiano na przeży
cie w normalnych warunkach zwierzętarnianych. Szczury dekapitowa- 
no w podgrupach obejmujących po 3 zwierzęta bezpośrednio po w yję
ciu z komory oraz po przeżyciu 2, 4, 6, 24 i 48 godz. po niedotlenieniu. 
Identycznie postępowano ze zwierzętami grupy II z tą różnicą, że pod
dawano je 30 min. ekspozycji w mieszaninie zawierającej 8% 0 2 i 92% N2. 
Materiał do badań pobierano po takich samych okresach przeżycia jak 
w grupie pierwszej. Wyjęte bezpośrednio po dekapitacji mózgowia, 
u trwalano przez noc w płynie Backera, a następnie cięto mikrotomem 
mrożeniowym na skrawki grubości 15 urn. Aktywność AChE oznaczano 
wg metody El Badawi i Shenka (1967) z użyciem jodku acetylotiocho- 
liny (BDH) jako substratu oraz iso-OMPA (amid kwasu czteroizopro- 
pylofosforowego, Koch-Light) jako swoistego inhibitora butyrylocholi- 
nesterazy. Ocenę wpływu niedokrwienia na aktywność AChE przepro
wadzono u 36 chomików mongolskich, którym w pełnej narkozie etero
wej zaciskano lewę tętnicę szyjną wspólną na okres 15 min. W trakcie 
utrzym ywania zacisku zwierzęta wybudzały się z narkozy dzięki cze
mu bezpośrednio po uwolnieniu ich ze stolika operacyjnego miały zdol
ność swobodnego poruszania się. Do badań pozostawiano wyłącznie te 
osobniki, które wykazywały przymusowe ruchy obrotowe w tę stronę, 
po której był założony zacisk. Tak wyselekcjonowane chomiki mon
golskie, pozostawiano na przeżycie w standardowych warunkach zwie
rzętarnianych, a następnie dekapitowano w podgrupach złożonych 
z 3 zwierząt każda bezpośrednio po zdjęciu zacisku oraz po upływie 
2, 4, 6, 24 i 48 godz. Dalsze przygotowanie materiału służącego do 
oceny histochemicznego odczynu na AChE przebiegało identycznie jak 
w grupie zwierząt poddanych niedotlenieniu. Materiał kontrolny sta
nowiły mózgi 3 szczurów nie poddawanych żadnym zabiegom oraz 
3 chomików mongolskich dekapitowanych po upływie 15 min. od mo
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m entu wykonania w narkozie eterowej cięcia skórnego i odsłonięcia 
lewej tętnicy szyjnej wspólnej, na którą nie zakładano zacisku.

WYNIKI

Obserwac je  k l in iczne

Szczury grupy I (30 min w atmosferze mieszaniny gazowej zawiera
jącej 4% 0 2 i 96% N2) przez pierwsze 5 do 10 min. przebywania w ko
morze hipoksyjnej, wykazywały pobudzenie ruchowe oraz przyspiesze
nie akcji serca i oddechu. W ciągu następnych kilku m inut objawy te 
ustępowały i od tego momentu aż do końca ekspozycji w warunkach 
niedotlenienia, obserwowano całkowite spowolnienie ruchowe, zwol
nienie czynności oddechowej oraz bradykardię. Po otwarciu komory 
zaburzenia te stopniowo ustępowały i po około 5 min. przebywania 
w naturalnych warunkach atmosferycznych, normalizowała się akcja 
serca i rytm  oddechowy, natomiast spowolnienie ruchowe ustępowało 
dopiero po upływie następnych kilku minut.

Szczury grupy II (30 min. w atmosferze 8% 0 2 i 92% N2) w trakcie do
świadczenia wykazywały podobne, aczkolwiek mniej wyraźne objawy 
kliniczne, a zwłaszcza znacznie słabiej zaznaczone spowolnienie rucho
we w porównaniu z grupą I. Zaburzenia te, charakterystyczne dla okresu 
przebywania zwierząt w warunkach niedotlenienia, ustępowały pra- 
w'ie natychmiast po otwarciu komory hipoksyjnej.

W grupie zwierząt poddanych doświadczalnemu niedokrwieniu le
wej półkuli mózgowej, jedynym objawem klinicznym obserwowanym 
bezpośrednio po zdjęciu zacisku z tętnicy szyjnej wspólnej były krót
kotrwałe, przymusowe ruchy obrotowe wokół osi ciała lub po obwo
dzie koła o średnicy nie przekraczającej 30 cm. Ruchy te występowa
ły u około 30% chomików7 mongolskich poddanych doświadczeniu.

Obserwac je  h is tochemiczne

W OUN zwierząt kontrolnych nie stwierdzono istotnych różnic gatun
kowych w lokalizacji oraz intensywności odczynu histochemicznego na 
AChE. Występowała natomiast znaczna odmienność w stopniu nagro
madzenia oraz umiejscowieniu produktu końcowego reakcji w poszcze
gólnych struk turach  mózgu. Intensywny odczyn histochemiczny stwier
dzano między innymi w neuronach i neuropilu jądra nerwu twarzo
wego (rye. 1) i jądra nadwzrokowego (ryc. 2). Umiarkowany odczyn 
w neuropilu i silny w neuronach stwierdzano w gałce bladej (ryc. 3) 
oraz w jądrze pasma przekątnego Broca (ryc. 4). Duże nagromadzenie 
produktu końcowego w neuropilu i umiarkowane w neuronach obser-
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Ryc. 1. Intensywny odczyn na AChE w neuronach i neuropilu jądra nerwu 
twarzowego. Szczur kontrolny. Pcw. 4C0 X.

Fig. 1. Intensive AChE reaction in neurons and neuropil of facial nerve nucleus.
C r in tr n]  rat. X 400.

Ryc. 2. Wysoka aktywność AChE w neuronach i neuropilu jądra nadwzrokowego 
u kontrolnego chomika mongolskiego. Pow. 400 X.

Fig. 2. High AChE activity in neurons and neuropil of supraoptic nucleus. Control
gerbil. X 400.
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wowano w jądrze nerwu podjęzykowego (ryc. 5). W jądrze bezimien
nym  zwracał uwagę bardzo silny odczyn histochemiczny w neuropilu 
i słaby w komórkach neiwowych (ryc. 6). Podobnie wysoką aktywność 
w neuropilu oraz jej brak w neuronach wykazywało jądro migdałowe 
boczne (ryc. 7). Umiarkowany odczyn na AChE w neuronach przy jed
nocześnie słabej lub śladowej aktywności enzymatycznej w neuropilu 
spotykano w jądrze grzbietowym nerwu błędnego (ryc. 8), a także 
w niektórych jądrach podwzgóiza tj. w jądrze grzbietowo przyśrodko
wym, brzuszno przyśrodkowym (ryc. 9) oraz w przykomorowym (ryc. 
10). Rozkład aktywności enzymatycznej w korze mózgu (ryc. 11) 
wyznaczał jej charakterystyczne uwarstwienie. Największe nagromadze
nie produktu końcowego reakcji wykazywała strefa podoponowa w ar
stw y drobinowej oraz niektóre neurony warstwy piramidowej zewnętrz
nej i wewnętrznej. Brak odczynu histochemicznego na AChE lub jego 
formę śladową obserwowano między innymi w spoidle wielkim i spoidle 
przednim, w pęczkach włókien torebki wewnętrznej (ryc. 12) oraz w szla
kach: węchowym bocznym, samotnym, piramidowym i w kolanku ner
wu twarzowego (ryc. 13).

U zwierząt poddanych niedotlenieniu (30 min. przebywania w atmos
ferze 4% 0 2 i 96% N2), w  żadnym z badanych czasów przeżycia nie 
stwierdzono spadku aktywności AChE, obserwowano natomiast zmianę 
jej lokalizacji w neuropilu, a także w niektórych jądrach rdzenia prze
dłużonego, śródmózgowia i międzymózgowia. Zmiany te polegały z re
guły na spadku intensywności odczynu histochemicznego w cytoplazmie 
komórek nerwowych, zwłaszcza w strefie przyjądrowej oraz jego wzro
ście na błonie neuronów i w neuropilu. Duże nagromadzenie, często 
pęcherzykowatych form produktu końcowego reakcji w sąsiedztwie

Ryc. 3. Intensywny odczyn na AChE w neuronach i umiarkowany w neuropilu 
gałki bladej. Chomik mongolski kontrolny. Pow. 350 X.

Fig. 3. Intensive AChE reaction in neurons and moderate reaction in neuropil
of globus pallidus. Control gerbil. X 350.

Ryc. 4. Jądro pasma przekątnego Broca. Intensywny odczyn histochemiczny 
w neuronach i umiarkowany w neuropilu. Szczur kontrolny. Pow. 400 X.

Fig. 4. Nucleus of Broc’s diagonal band. Intensive histochemical reaction in neurons
and moderate in neuropil. Control rat. X 400.

Ryc. 5. Intensywny odczyn na AChE w neuropilu i umiarkowany w neuronach 
jądra pod językowego. Szczur kontrolny. Pow. 400 X.

Fig. 5. Intensive AChE reaction in neuropil and moderate in neurons of hypo
glossal nucleus. Control rat. X 400.

Ryc. 6. Jądro bezimienne. Wybitnie silna aktywność AChE w neuropilu i słaba 
w  komórkach nerwowych. Szczur kontrolny. Pow. 400 X.

Fig. 6. Innominate nucleus. Very strong AChE reaction in neuropil and weak 
reaction in nerve cells. Control rat. X 400.

http://rcin.org.pl



206 R. Gadamski Nr 2

Ryc. 7. Wybitnie silna aktywność AChE w  neuropilu i śladcwa w neuronach 
jądra migdałowego bocznego. Chomik mongolski kontrolny. Pcw. 400 X.

Fig. 7. Very strong AChE activity in neuropil and weak reaction in neurons of 
lateral amygdalous nucleus. Control gerbil. X 400.

Bye 8. Jądro grzbietowe nerwu błędnego. Umiarkowana aktywność AChE w neu
ronach i słaba w  neuropilu. Szczur kontrolny. Pow. 400 X.

Fig. 8. Dorsal nucleus of vagus nerve. Moderate AChE activity in neurons and 
weak reaction in neuropil. Control rat. X 400.
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błony komórkowej (ryc. 14) w znacznym stopniu zacierało zarys po
szczególnych neuronów. Opisany wyżej obraz odczynu histochemiczne- 
go najwyraźniej zaznaczony u szczurów grupy I, dekapitowanych bez
pośrednio po niedotlenieniu, utrzymywał się również w drugiej i czwar
tej godzinie przeżycia, aczkolwiek w tych czasach zaznaczały się już 
tendencje powrotu do normy (ryc. 15).

W dłuższych badanych okresach przeżycia po niedotlenieniu (6, 24 
i 48 godz.) obraz histochemiczny AChE u zwierząt doświadczalnych 
grupy I był podobny jak w kontroli. Ten sam rodzaj zmian w lokali
zacji aktywności badanego enzymu, obserwowano również w OUN 
szczurów grupy II (30 min. przebywania w  atmosferze 8% 0 2 i 92% N2) 
z tą różnicą, że były one słabiej zaznaczone i występowały jedynie 
u zwierząt dekapitowanych bezpośrednio po niedotlenieniu (ryc. 16).

W grupie zwierząt poddanych niedokrwieniu zmiany w odczynie 
histochemicznym występowały w półkuli lewej tzn. po stronie zaciś
niętej tętnicy szyjnej wspólnej. Polegały one częściowo na przemie
szczeniu, a zwłaszcza osłabieniu aktywności badanego enzymu w wielu 
s trukturach  nerwowych międzymózgowia i kresomózgowia. W śródmóz- 
gowiu obniżenie intensywności odczynu było znacznie mniej wyraźne, 
natomiast w móżdżku i rdzeniu przedłużonym nie stwierdzono istot
nych różnic w aktywności badanego enzymu w porównaniu z kontrolą. 
Ü chomików mongolskich dekapitowanych bezpośrednio po zdjęciu 
zacisku dominowały nieprawidłowości polegające na przemieszczeniu 
odczynu enzymatycznego analogicznym do opisanego w grupie zwie
rząt poddanych niedotlenieniu. Ustępowały one po 2 godz. przeżycia, 
a na ich miejsce pojawiało się obniżenie aktywności AChE szczegól
nie wyraźnie widoczne w strefie podoponowej warstw y drobinowej 
kory mózgowej, a także w niektórych jądrach międzymózgowia (ryc. 
17, 18) i kresomózgowia (ryc. 19, 20). Zmiany te były jeszcze wyraźnie 
zaznaczone u zwierząt z 4-godz. przeżyciem, natomiast w 6 godz. po

Ryc. 9. Umiarkowany odczyn w neuronach i śladowy w meuropilu jądra brzusz
no przyśrodkowego u kontrolnego chomika mongolskiego. Pow. 400 X.

Fig. 9. Moderate reaction in neurons and trace activity in neuropil. Ventral medial
nucleus. Control gerbil. X 400.

Ryc. 10. Jądro przykomorowe. W neuronach aktywność zróżnicowana od umiar
kowanej do słabej. W neuropilu odczyn śladowy. Chomik mongolski kontrolny.

Pow. 400 X.
Fig. 10. Paraventricular nucleus. Neuronal activity ranging from moderate to

weak. Trace activity in neuropil. Control gerbil. X 400.
Ryc. 11. Rozmieszczenie aktywności AChE w korze mózgowej. Szczur kontrolny.

Pow. 50 X.
Fig. 11. Distribution of AChE activity in cerebral cortex. Control rat. X 50.
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Ryc. 12. Przekrój czołowy na wysokości przedniej części pola przegra; owego. Brak 
aktywności AChE w spoidle wielkim i sipoidle przednim o; az iv pęczkach włókien

torebki wewnętrznej. Chomik mongolski kontrolny. Pow. 20 X.
Fig. 12. Frontal section on the level of septal area. Absence of AChE reaction 
in corpus callosum and anterior commissure as well as in fibre bundles of internal

capsule. Control gerbil. X 20.

Ryc. 13. Przekrój czołowy rdzenia przedłużonego. Słaba aktywność w kolanku 
nerwu twarzowego oraz śladowa w  szlaku piramidowym. Szczur kontrolny.

Pow. 20 X.
Fig. 13. Frontal section of spinal cord. Weak reaction in genu of facial nerve and

trace activity in pyramidal tract. Control rat. X 20.
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niedokrwieniu zaznaczała się tendencja powrotu intensywności odczy
nu do no: my.

W 24 i 48 gjdz. przeżycia obraz histochemiczny aktywności AChE był 
podobny do spotykanego w grupie zwierząt kontrolnych (ryc. 21).

OMÓWIENIE

Analiza odczynu histochemicznego u badanych zwierząt kontrolnych 
potwierdzała duże zróżnicowanie jego intensywności i rozmieszczenia 
w poszczególnych strukturach mózgowych. Obok różnic występują
cych w obrębie tego samego gatunku, znane są również międzygatunko- 
we odmienności w rozmieszczeniu s truk tu r  cholinergicznych w OUN 
(Silver 1974). Fakty te mają istotne znaczenie przy ocenie obrazów 
histochemicznych dotyczących zmian w aktywności acetylocholineste- 
razy w mózgu pod wpływem różnorodnych czynników uszkadzających, 
w tym również wywołanych niedostatkiem tlenu w powietrzu odde
chowym oraz niedokrwieniem. W materiale kontrolnym pochodzącym 
od obu badanych gatunków zwierząt, nie stwierdzono istotnych różnic 
w intensywności i rozmieszczeniu odczynu histochemicznego. U zwie
rząt doświadczalnych zwracał natomiast uwagę odmienny charakter

Ryc. 14. Obraz histochemiczny aktywności AChE w  jądrze nerwu podjęzykowego 
szczura poddanego 30 min. hipoksji w  mieszaninie gazowej zawierającej 4% 0 2.

Materiał pobrany w czasie „0”. Por. z ryc. 5. Pow. 400 X,
Fig .  14. Histochemical picture of AChE activity in nucleus of hypoglossal nerve 
of a rat subjected to 20 min hypoxia with 4% 0 2. Time „0”. Compare to Fig. 5.

X 400.

Ryc. 15. Neurony jądra pasma przekątnego Broca. Nagromadzenie produktu koń
cowego reakcji na błonach komórkowych oraz w pęcherzykowatych tworach przy
legających do błon. 2 godz. przeżycia po 30 min ekspozycji w  mieszaninie gazowej 

zawierającej 4% 0 2. Pow. 4Fio X.
Fig. 15. Neurons of Broc’s diagonal band nucleus. Accumulation of the reaction 
product in cell membranes and in adjacent vesicular bodies. 2 hrs survival after 

30 min hypoxia with 4% 0 2. X 450.

Ryc. 16. Neurony jądra nadwzrokowego szczura po 30 min. ekspozycji w miesza
ninie gazowej zawierającej 8% 0 2. Materiał pobrany w czasie „0”. Nieznaczne prze
mieszczenie odczynu histochemicznego w  obrębie komórek nerwowych. Duże na
gromadzenie produktu końcowego reakcji w sąsiedztwie neuronów. Pow. 400 X 
Fig. 16. Neurons of supraoptic nucleus of rat 30 minutes after exposure to 8% 0 2. 
Time „0”. Slight translocation of the histochemical reaction within nerve cells. 
Marked accumulation of the reaction product in the vicinity of neurons. X 400.

Ryc. 17. Przekrój czołowy na wysokości wzgórza wzrokowego chomika mongol
skiego w  2 godz. przeżycia po 15 min. niedokrwieniu. Widoczne osłabienie aktyw

ności AChE w lewej półkuli mózgu. Pow. 20 X.
Fig. 17. Frontal section on the level of optic thalamus of Mongolian gerbil. 2 hrs 
survival after 15 min ischemia. Weaker AChE reaction in the left cerebral hemi

sphere. X 20.
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Ryc. 18. Jądro przykomorowe chomika mongolskiego w  4 godz. po 15 min niedo
krwieniu. Widoczne osłabienie aktywności AChE po stronie podwiązanej tętnicy

szyjnej wspólnej. Pnw. 50 X.
Fig. 18. Paraventricular nucleus of Mongolian gerbil 4 hrs after 15 min. ischemia. 
Weaker AChE reaction on the side of the ligated common carotid artery. X 50.

Ryc. 19. Widoczne osłabienie aktywności AChE w komórkach nerwowych i w  neu- 
ropilu gałki bladej u chomika mongolskiego w  4 godz. przeżycia po niedokrwie

niu. Pow. 400 X.
Fig. 19. Marked weakening of the AChE reaction in nerve cells and neuropil of 

corpus callosum in Mongolian gerbil 4 hrs survival after ischemia. X 400.

Ryc. 20. Jądro pasma przekątnego Broca chomika mongolskiego w 6 godz. prze
życia po niedokrwieniu. Wyraźne osłabienie aktywności AChE w neuropilu oraz 
zaznaczająca się tendencja powrotu do normy intensywności odczynu histoche- 

micznego w neuronach. Pow. 400 X.
Fig. 20. Broc’s diagonal band nucleus in Mongolian gerbil 6 hrs survival after 
ischemia. Weakening of AChE activity in neuropil and marked tendency towards 

a return to control intensity of the histochemical reaction in neurons. X 400.

Ryc. 21. Przekrój czołowy na wysokości środkowej części podwzgórza. Równomier
ny rozkład aktywności AChE w półkulach mózgowych. Chomik mongolski w 24 

godz. przeżycia po niedokrwieniu. Pow. 20 X.
Fig. 21. Frontal section on the level of the central part of hypothalamus. Equal 
distribution of AChE activity in cerebral hemispheres. Mongolian gerbil 24 hrs

survival after ischemia. X 20.
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zmian w odczynie histochemicznym badanego enzymu w zależności 
od czynnika uszkadzającego.

Zmniejszenie zawartości tlenu we wdychanej mieszaninie gazowej, 
powodowało przemieszczenie produktu końcowego reakcji, dające w efek
cie charakterystyczne jego nagromadzenie na błonach neuronów oraz 
w elementach tkanki nerwowej, przylegających do nich. Obniżenie za
wartości tlenu do 4 i 8% nie ujawniało zasadniczych różnic w histo
chemicznym obrazie odczynu na AChE natomiast ich nasilenie było 
zależne od stopnia niedostatku tlenu. Podobnie, dynamika ustępowa
nia zmian w odczynie histochemicznym w okresie poniedokrwiennym 
wykazywała zależność czasową od głębokości niedotlenienia. Przemie
szczenie produktu końcowego reakcji, stanowiące najistotniejszy wy
kładnik wpływu niedotlenienia na zachowanie się AChE w mózgu 
szczura, występowało również, aczkolwiek w znacznie mniej wyraźnej 
formie u zwieiząt poddanych niedokrwieniu. Należy podkreślić, że ten 
rodzaj nieprawidłowości w obrazie histochemicznym występował wy
łącznie u zwierząt dekapitowanych bezpośrednio po niedokrwieniu, na
tomiast w kolejnych czasach przeżycia (do 6 godz. włącznie) dominowało 
obniżenie aktywności -badanego enzymu. Przedstawione wyniki są na 
ogół zgodne z doniesieniami innych autorów. Księżak (1974), badając 
wpływ niedoboru tlenowego na metabolizm acetylocholiny (ACh) nie 
stwierdziła w żadnym przypadku obniżenia aktywności acetylocholine- 
sterazy. Burshottam i Ghosh (1975) obserwowali natomiast statystycznie 
znamienny wzrost aktywności tego enzymu w homogenatach z półkul 
mózgowych. Rozbieżność ta z przedstawionymi przez nas wynikami mo
że wynikać z odmiennych warunków doświadczalnej hipoksji. Istotą 
naszych spostrzeżeń są zmiany w lokalizacji odczynu histochemicznego, 
wywołane niedotlenieniem. Mechanizm tego zjawiska jest niejasny. Na
gromadzenie produktu końcowego na błonach neuronów przy jedno
cześnie zmniejszonej jego ilości w cytoplazmie, może być wynikiem 
zmniejszenia szybkości syntezy AChE zachodzącej w ciele komórki ner
wowej. Z drugiej strony przemieszczenie aktywności badanego enzymu 
w rejon błony komórkowej może być wynikiem uruchomienia pod 
wpływem niedostatku tlenowego pewnych mechanizmów kompensa
cyjnych. Uruchomienie ich mogłoby prowadzić do obniżenia zawartości 
acetylocholiny, obserwowanego przez Welsha (1943) oraz Crosslanda 
i Richtera (1950) w mózgu zwierząt poddanych niedotlenieniu. Na pod
stawie objawów klinicznych spostrzeganych u zwierząt I grupy do
świadczalnej można sądzić, że w naszym materiale również zmniejsza 
się nagromadzenie ACh. Przemawia za tym całkowite spowolnienie ru 
chowe zwierząt, występujące między 5 a 10 min. przebywania w ko
morze hipoksyjnej, które może być wynikiem hamowania czynności bio
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elektrycznej OUN. Za obniżenie puli acetylocholiny mogą być odpo
wiedzialne dwa czynniki. Jednym  z nich jest przyspieszona hydroliza 
tego mediatora (przy udziale AChE), drugim natomiast zwolnienie jego 
syntezy odbywającej się przy użyciu energii pochodzącej z rozpadu ATP. 
Na podstawie doniesień innych autorów (Siesjö i wsp. 1974b) wiadomo, 
że odpowiednio głęboka hipoksja prowadzi do obniżenia puli związków 
wysokoenergetycznych. Przedmiotem naszych badań była wyłącznie 
ocena zmian w aktywności AChE pod wpływem określonych warunków 
niedoboru tlenu. Uzyskane wyniki nie upoważniają zatem do jednozna
cznej odpowiedzi, który z wymienionych wyżej czynników, prowadzą
cych do obniżenia zawartości ACh, odgrywa dominującą rolę w stoso
wanym przez nas modelu doświadczalnej hipoksji. Wobec braku w y
kładników wzrostu aktywności AChE w obrazie histochemicznym moż
na przypuszczać, że przemieszczenie cytoplazmatycznych rezerw tego 
enzymu, w arunkuje  przyspieszenie hydrolizy acetylocholiny w obrę
bie synaps przylegających do błon komórek nerwowych. Równocześ
nie należy brać pod uwagę możliwość zwolnienia syntezy mediatora na 
skutek wyczerpywania się zasobów związków wysokoenergetycznych. 
W ocenie nieprawidłowości związanych ze zmianami w lokalizacji ba
danego enzymu, na uwagę zasługuje zgodność czasowa ich powstawania 
i cofania się z zaburzeniami w mikrokrążeniu opisanymi w tym  sa
mym modelu hipoksji przez Wierzbę (1977).

Odmienny charakter zmian w obrazie histochemicznym AChE w nie
dotlenieniu i niedokrwieniu świadczy o ich różnym wpływie na funkcje 
OUN. Różnice te wynikają z zahamowania lub znacznego zmniejsze
nia przepływu krwi w niedokrwieniu, przy zachowanym, a nawet zwięk
szonym przepływie w niedotlenieniu (Cohen 1972; Siesjö i wsp. 1974a). 
Upośledzenie prawidłowego ukrwienia wiąże się z zubożeniem zaopa
tryw ania  mózgu w glukozę, cholinę i inne substraty konieczne do p ra 
widłowego metabolizmu tkanki nerwowej. W tych warunkach mózg 
pozbawiony jest także możliwości odpływu metabolitów. Zaznacza się 
również różnica w nagromadzeniu końcowych produktów glikolizy. 
W porównaniu z hipoksją, w ischemii nagromadzenie mleczanu jest 
większe, natomiast mniejsze pirogronianu (Duffy i wsp. 1972). Różnice 
te mają zapewne wpływ na przemiany innych związków, uzależnione 
od podstawowego substratu energetycznego mózgu, w tym  także na 
syntezę acetylocholiny. Obniżenie puli tego mediatora w ischemii pode- 
kapitacyjnej opisali Księżak i wsp. (1974). Można przypuszczać, że do 
podobnego spadku ACh dochodzi również w warunkach niedokrwie
nia lewej półkuli mózgowej u chomika mongolskiego. Obserwowany 
w badanym przez nas materiale spadek aktywności acetylocholineste- 
razy wiąże się prawdopodobnie z hamowaniem czynności bioelektrycz
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nej OUN warunkowanym zmniejszeniem szybkości syntezy acetylo
choliny.

Należy podkreślić, że opisane przez nas nieprawidłowości w obrazie 
histochemicznym AChE wywołane zarówno niedoborem tlenu i niedo
krwieniem były słabo zaznaczone, krótkotrwałe i w pełni odwracalne.

Р. Гадамски

ВЛИЯНИЕ ГИПОКСИЙНОГО НЕДОСТАТКА КИСЛОРОДА 
И НЕДОСТАТОЧНОГО КРОВООБРАЩЕНИЯ НА АКТИВНОСТЬ АХЭ 

В МОЗГЕ КРЫСЫ И МОНГОЛЬСКОГО ХОМЯКА

Р е з ю м е

Влияние гипоксии на активность АХЭ в ЦНС исследовалось на крысах 
породы Вистар. Животных помещали в гипоксионную камеру, через которую 
пропускали газовую смесь состава: 4% 0 2 и 92% N2 — первая опытная группа, 
и 8°/о 0 2 и 92% Кг — вторая группа. Крыс декапитировали после вынятия из 
камеры (время „О”) и спустя 2, 4, 6, 24, а также 48 часов после воздействия 
гипоксии.

Влияние ишемии исследоЕали на монгольских хомяках, которым подвергали 
пережатию сонную артерию в течение 15 мин. и проводили их декапитацию 
в те же часы, что животных подвергнутых гипоксии. Активность АХЭ опре
делялась по методу Эл Бадави и Шенка (1967).

У животных, находящихся в течение 30 мин. в атмосфере 4% 0 2, не наблю
дали изменений в активности АХЭ. Однако перемещение гистохимической 
реакции, характеризирующееся нагромаждением конечного продукта реакции, 
наблюдали па мембране нейронов, а также в нейропиле, находящимся в сосед
стве этих мембран. Изменения эти, намечающиеся отчетливее всего во времени 
„О”, сохранялись до 4 часов выживания. Нарушения гистохимической реакции 
у животных II группы (30 мин. на атмосфере 8% 0 2) имели подобный характер, 
однако были слабее выражены и имели место исключительно во время „О”.

Пережатие левой сонной артерии вызывало изменения активности АХЭ 
в левом полушарии головного мозга. Они характеризировались перемещением 
конечного продукта реакции во время „О” и снижением активности в 2, 4, и 6 
часах выживания после ишемии.

R. Gadamski

EFFECT OF HYPOXIA AND ISCHEMIA ON THE AChE ACTIVITY 
IN RAT AND GERBIL BRAIN

S u m m a r y

The effect of hypoxia on the AChE ,activity in CNS was studied on Wistar rats. 
The animals were placed for 30 minutes in a hypoxic chamber with a continuous 
flow of the mixture of 4% 0 2 and 96% N2 (group I) or 8% 0 2 and 92% N2 (group 
II). The animals were sacrificed directly (time „0”) and 2, 4, 6, 24 and 48 hrs 
after the hypoxic exposure. The effect of ischemia was studied on Mongolian 
gerbils, in which the left common carotid artery was occluded for 15 minutes. 
The animals were decapitated at time intervals identical to those applied to
N e u r o p a t o l o g i a  P o l s ’-a — 4
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the hypoxic rats. The AChE activity was determined with the method of El 
Badawi and Shenk (1967).

Exposure to 4% oxygen did not produce changes in the enzyme activity; it led, 
however, to translocation of the histochemical reaction, characterized by an 
accumulation of the final reaction product in the neuronal membranes and the 
surrounding neuropil. The changes were most pronounced at time „0”, but could 
still be observed 4 hrs after the exposure. The histochemical alterations in group 
II were similar but less marked and occurred exclusively at time „0”.

The changes in the AChE activity following occlusion of the left common 
carotid artery were localized in the left cerebral hemisphere and included a trans
location of the reaction product at time „0” and a decreased enzyme activity 
after 2, 4 and 6 hrs.
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BADANIA MIKROSKOPOWO-ELEKTRONOWE SYNAPS 
W NIEDOKRWIENIU MÓZGU U CHOMIKÓW MONGOLSKICH

(Mer iones u ngu icu la tus )

Zespół Neuropa to logii Centrum Medycyny Doświadczalnej i Klinicznej PAN 
Kierownik Zespołu: prof, dr M. J. Mossakowski

Tętnice podstawy mózgu chomika mongolskiego nie tworzą pełnego 
koła tętniczego Willisa na skutek braku  zespolenia tętniczego tylnego 
(Kahn 1972, Klatzo 1975), dzięki temu podwiązanie jednej z tętnic szyj
nych powoduje jednostronne niedokrwienie mózgu. Chomik mongolski 
stanowi więc dogodny model do badań zaburzeń w krążeniu mózgo
wym. Badania tego modelu nasuwają przypuszczenie, że w toku pro
cesów spowodowanych niedokrwieniem ulega uszkodzeniu przede wszy
stkim ineuron (Spatz, Klatzo 1976, Bubis i wsp. 1976). Można przeto 
sądzić, że zmiany dotyczą również jego wypustek i zakończeń. Stwier
dzone zmiany metabolizmu glukozy we frakcji synaptosomalnej oraz 
spadek poziomu katecholamin po stronie niedokrwionej (Spatz, Klatzo 
1976, Mrsulja i wsp. 1976), nasuwają przypuszczenie, że układ synap
tyczny może odgrywać pewną rolę w mechanizmie kształtowania pro
cesów ischemicznych w tkance mózgowej. Dlatego też podjęto próbę 
zbadania obrazu mikroskopowo-elektronowego synaps mózgu chomi
ków mongolskich w toku niedokrwienia.

MATERIAŁ I METODY

Badania przeprowadzono na 11 chomikach mongolskich, obu płci, 
wagi 70—80 g. W lekkiej narkozie eterowej podwiązywano lewą tę t
nicę szyjną, po 15 minutach usuwano zacisk. Do badań użyto zwierzęta, 
u których stwierdzono klinicznie objawy jednostronnego niedokrwienia 
mózgu (Kahn 1972); uśmiercano je przez dekapitację w następujących 
odcinkach czasu po zdjęciu zacisku: natychmiast (czas ,,0”) oraz po 
upływie 2, 4 i 24 godz. Jako kontrola służył jeden chomik mongolski 
nie operowany oraz jedno ze zwierząt doświadczalnych, które po zdjęciu
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zacisku nie wykazywało objawów niedokrwienia. Do badań w mikrosko
pie elektronowym pobierano bloczki tkanki wielkości około 1 m m 3 
i utrwalano przez imersję. Materiał pobierano z kory ciemieniowej oraz 
z kory amonalnej, symetrycznie z półkuli lewej i prawej. Pobrane skraw 
ki opracowywano dwiema metodami.

Do badań rutynowych w mikroskopie elektronowym materiał u trw a
lano 2 godziny w 4% roztworze aldehydu glutarowego w buforze Millo- 
niga o pH 7,2, a następnie w 2% roztworze czterotlenku osmu. Bloczki 
odwadniano w alkoholach i zatapiano w Eponie 812.

Impregnację pęcherzyków synaptycznych wykonywano metodą Cham- 
py-Maillet w modyfikacji Kawany i wsp. (1969). Bloczki utrwalano 
3 godziny w 5% roztworze aldehydu glutarowego w buforze Milloniga
o pH 7,2, po czym płukano w płynie o następującym składzie: 3,3 g 
NaCl; 0,6 g CaCl2; 0,31 g MgCl2 • H20 ; 0,605 g Tris o pH 7,4; woda desty
lowana do 100 ml. Bloczki dzielono na małe kawałki i impregnowano 
przez 15 godzin w płynie zawierającym 4 ml stężonego roztworu jod
ku cynku z dodatkiem 4 ml buforu Tris o pH 7,4 i 2 ml 2% 0 s 0 4. U trw a
lony materiał płukano dwukrotnie w buforze Tris, a następnie odwad
niano i zatapiano jak do rutynowych badań w mikroskopie elektrono
wym.

Zatopione bloczki skrawano na ultramikrotomie LKB 8800 III, kon
trastowano cytrynianem ołowiu i octanem uranylu; przeprowadzano 
obserwacje i fotografowano w mikroskopie elektronowym Tesla -BS 500

WYNIKI

W korze mózgu, zarówno ciemieniowej jak i amonalnej, chomika mon
golskiego zwraca uwagę niezwykła liczebność połączeń synaptycznych. 
Zawierają one bardzo dużą ilość pęcherzyków. Niekiedy część presy- 
naptyczna błony tworzy wypustki i otacza część zakończenia postsynap- 
tycznego (rye. 1). Impregnacja jodkiem cynku i osmem wykazuje, że 
znaczna większość pęcherzyków synaptycznych wypełniona jest gęstą 
elektronooptycznie zawartością (ryc. 2). Opisany powyżej obraz obser
wowano u chomików~mongolskich kontrolnych w obu półkulach.

Natychmiast po zdjęciu zacisków (czas ,,0”) w synapsach obu półkul 
pojawiła się znaczna ilość pęcherzyków, gromadzących się niekiedy 
przy błonach synaptycznych; pęcherzyki te są wypełnione zawartością 
osmofilną.

W okresie 2—4 godziny po zdjęciu zacisku pęcherzyki gromadzą się 
przy błonach synaptycznych, tworząc niekiedy większe zgrupowania. 
Poza tym w zakończeniach presynaptycznych pojawiają się wodniczki
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Hyc. 1. Róg Amona lewy. Liczne zakończenia synaptyczne, duża ilość pęcherzy
ków synaptycznych (s), część postsynaptyczna otoczona wypustką presynaptyczną

(gwiazdka). Pow. 9.000 X.
Fig. 1. Left Ammon horn. Numerous synaptic endings, great number of synaptic 
vesicles (s), postsynaptic part surrounded by presynaptic process (asterix). X 9 000.

Rye . 2. Róg Amona prawy. ZIO. Liczne zakończenia presynaptyczne (s), pęcherzyki 
synaptyczne wypełnione masą osmofilną. Pow. 9.000 X.

Fig. 2. Right Ammon horn. ZIO. Numerous presynaptic endings (s), synaptic ve
sicles filled with osmophilic mass. X 9 000.
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oiaz ciała wielopęcherzykowe. Zmiany są łatwiej uchwytne w rogu 
Amona niż w korze ciemieniowej. W ystępują one w obu półkulach, 
jednakże znacznie obficiej po stronie niedokrwionej. Zawartość osmo- 
filna znika z pęcherzyków po stronie niedokrwionej (ryc. 3, 4).

Ryc. 3. Róg Amona prawy, 4 godz. 
ZIO. Pęcherzyki synaptyczne wypełnio
ne zawartością osmofilną (s). Pow. 

9.000 X.
Fig. 3. Right Ammon horn, 4 hours. 
ZIO. Synaptic vesicles filled with 

osmophilic content, (s) X 9 000.

Ryc. 4. Róg Amona lewy, 4 godz. ZIO. 
W części presynaptycznej złącza 
(gwiazdka) pojedyncze pęcherzyki w y
pełnione zawartością osmofilną. Pow. 

16.000 X.
Fig. 4. Left Ammon horn, 4 hours. 
ZIO. In presynaptic part of the jun
ction (asterix) single vesicles filled 

with osmophilic content. X 16 000.

Po upływie 24 godzin zmiany są znacznie wyraźniejsze. Wśród pęche
rzyków synaptycznych pojawiają się liczne pęcherzyki nieco większych 
rozmiarów, o średnicy 30 do 50 nm, elektronowo przezierne. Widoczne 
są również pęcherzyki opłaszczone oraz ciała wielopęcherzykowe (ryc. 5). 
Wśród pęcherzyków synaptycznych pojawiają się często grupy mito- 
chondriów o ciemnej macierzy, lub wydłużonych grzebieniach (ryc. 5). 
Zmiany te występują zarówno po stronie niedokrwionej jak i ukrwio- 
nej. Po stronie niedokrwionej występuje znaczne zmniejszenie zawar
tości osmofilnej w pęcherzykach synaptycznych. Spotykamy liczne sy-

http://rcin.org.pl



Nr 2 Synapsy w  niedokrwieniu mózgu 219

Ryc. 5. Róg Amona prawy, 24 godz. W synapsach liczne drobne wodniczki (w), za
toka pinocytarna w błonie synaptycznej (gwiazdka), ciało wielopęcherzykowe (cw), 
ciało mielinopodobne ( +  ), mitochondria o ciemnej macierzy (M). Pow. 9.000 X. 
Fig. 5. Right Ammon horn, 24 hours. Numerous small vacuoles (w) in synapses, 
pinocytic sinus in synaptic membrane (asterix), multivesicular tody (cw), myelin- 

-like body ( +  ), mitochondria with dark matrix (M). X 9 000.

Ryc. 6. Róg Amona lewy, 24 godz. ZIO. Nieliczne pęcherzyki synaptyczne wypeł
nione zawartością osmofilną. Pow. 16.000 X.

Fig. 6. Left Ammon horn, 24 hours. ZIO. Some synaptic vesicles filled with
osmophilic content. X 16 000.
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napsy, w których tylko pojedyncze pęcherzyki zawierają elektronowo 
gęste masy (ryc. 6, 7). Natomiast po stronie z zachowanym krążeniem 
w przeważającej ilości pęcherzyków synaptycznych znajduje się za
wartość osmofilna (ryc. 8).
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Ryc. 7. Kora ciemieniowa prawa, 24 
godz. ZIO. W wielu pęcherzykach sy
naptycznych zawartość osmofilna 

(gwiazdki). Pow. 9.000 X
Fig. 7. Right parietal cortex, 24 hours. 
ZIO. In numerous synaptic vesicles 
osmophilic content (asterix). X 9 000.

À *  a
o a f

Ryc. 8. Kora ciemieniowa lewa, 24 
godz. ZIO. Zawartość osmofilna w y
pełnia nieliczne pęcherzyki synaptycz

ne. Pow. 16,000 X.
Fig. 8. Left parietal cortex, 24 hours. 
ZIO. Osmophilic content fills some 

synaptic vesicles. X 16 000.

OMÓWIENIE

Bezpośrednio po zdjęciu zacisków z tętnicy szyjnej obserwowano 
w niedokr wionej półkuli mózgu zmiany w synapsach, nieznacznie od
biegające od obrazu obserwowanego u zwierząt kontrolnych. Pęcherzy
ki gromadzą się przy błonach synaptycznych, podobnie jak w stanach 
fizjologicznego pobudzenia. Przeważająca ilość pęcherzyków pozostaje 
w tym okresie wypełniona osmofilnymi produktami reakcji histoche- 
micznej. W okresie od 2 do 24 godzin po przebytym niedokrwieniu po
jawiają się nieprawidłowości s trukturalne narastające w czasie. W tym 
okresie znajdujemy w zakończeniach presynaptycznych liczne wod- 
niczki mniejszych i większych rozmiarów, ciała wielopęcherzykowe 
oraz mielinopodobne. Wymienione s truk tu ry  opisywano w badanym  mo
delu doświadczalnym również w neuronach, komórkach glejowych i ele-

http://rcin.org.pl



Nr 2 Synapsy w  niedokrwieniu mózgu 221

mentach neuropilu, interpretując je jako zespół objawów rozpoczynają
cego się obrzęku mózgu stanowiącego następstwo niedokrwienia (Ito 
i wsp. 1975, Bubis i wsp. 1976). Do tej samej kategorii objawów zaliczyć 
można występowanie pęcherzyków pinocytarnych w workach presynap- 
tycznych i w synaptycznych błonach. Wydaje się rzeczą godną uwagi, 
że wyżej wspomniane zmiany spostrzegano w obu półkulach, zarówno 
niedokrwionej jak i w półkuli z zachowanym krążeniem. Nasuwa się 
przypuszczenie, że zmiany w  gospodarce wodnej, znajdujące morfologi
czny wyraz w ,,wakuolizacji” tkanki mózgowej, są zjawiskiem uogól
nionym, mimo że niedokrwienie można określić jako miejscowe. Fakt 
występowania zmian wodniczkowych dopiero w kilka godzin po prze
bytym niedokrwieniu pozwala przypuszczać, że m am y tu do czynienia 
nie z bezpośrednim działaniem czynnika szkodliwego, a raczej z w y
zwolonym przezeń łańcuchem następstw.

S truktura  synaps w zasadzie nie uległa zmianom w okresie obser
wacji, poza okresowym tworzeniem zgrupowań pęcherzyków synapty
cznych. Również ilość pęcherzyków zawartych w zakończeniu nerwo
wym nie ulega uchwytnym  zmianom. Zmiany dotyczą natomiast za
wartości pęcherzyków: w okresie od 2 do 24 godzin z pęcherzyków sy
naptycznych strony niedokrwionej ubywa znaczna ilość zawartości 
osmofilnej.

Występowanie dodatniej reakcji jodowo-osmowej w pęcherzykach 
synaptycznych może świadczyć o ich cholinergicznym charakterze (Akert
i wsp. 1971). Uznanie tej reakcji za swoistą byłoby zbyt pochopne (Ka- 
wana i wsp. 1969, Walski 1977), jednakże brak zawartości osmofilnej 
w pęcherzykach można chyba wiązać z ubytkiem  w zakończeniach sy
naptycznych mediatora (Koelle i wsp. 1971). Obserwacja ta wydaje się 
istotna zwłaszcza w zestawieniu z faktem, że ilość pęcherzyków sy
naptycznych nie zmniejsza się — ubywa jedynie ich zawartość. Rzuca 
to pewne światło na sposób przekazywania mediatora przez błonę pę
cherzyka, która we wszystkich obserwowanych synapsach wydaje się 
być nie uszkodzona. Występowanie zmian w synapsach należy również 
rozważyć w stosunku do cytowanych już spostrzeżeń Bubisa i wsp.
(1976), który stwierdził w niedokrwionej półkuli mózgowej chomika 
mongolskiego zmiany neuronalne, dotyczące ściśle określonej okolicy 
mózgu, to znaczy sektora H3 zawoju hipokampa, szczególnie wrażliwe
go na niedostatki w ukrwieniu. Charakter zmian zbliżał je do zwyrod
nienia osiowego występującego przy pierwotnych uszkodzeniach włókna 
osiowego na różnych jego poziomach, a więc i w sąsiedztwie zakończe
nia synaptycznego, względnie w nim samym. Nasuwa się więc przypu
szczenie, że zmiany, przynajmniej w niektórych synapsach, mogły wy
przedzać zmiany komórkowe. Można założyć, że złącze nerwowe, jedna
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z najbardziej dynamicznych struk tur  mózgu, oddziaływuje na niedo
krwienie przynajmniej w takim samym stopniu jak i neuron.

Opisane zmiany świadczą o tym, że okresowe niedokrwienie tkan 
ki mózgowej powoduje zmiany w synapsach, nie pozostające zapewne 
bez wpływu na czynność przewodzenia.

WNIOSKI

W jednostronnym niedokrwieniu tkanki mózgowej u chomika mon
golskiego występują zmiany w złączach nerwowych mózgu, które m oż
na podzielić na dwie grupy należące do zjawisk patogenetycznych róż
nego rzędu:

1) Ubytek osmofilnej zawartości w pęcherzykach synaptycznych świad
czy o tym, że okresowe niedokrwienie tkanki mózgowej powoduje zmia
ny w synapsach, które prawdopodobnie nie pozostają bez wpływu na 
czynność przewodzenia.

2) Pojawianie się wodniczek w synapsach należy ocenić jako część 
zjawiska ogólnego, to znaczy obserwowanej w różnych strukturach  
mózgu wakuolizacji prowadzącej do obrzęku mózgu i uogólniającej się 
na obie półkule.

М. Остенда

ЭЛЕКТРОННОМИКРОСКОПИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ СИНАПСОВ 
В ИШЕМИИ МОЗГА У МОНГОЛЬСКИХ ХОМЯКОВ

Р е з ю м е

Исследовался морфологический субстрат изменений в синапсах в процессе 
ишемии, вызываемой односторонним зажатием сонной артерии у монгольских 
хомяков. Обнаружено появление вакуолей в пресинаптических окончаниях, 
свидетельствующие о нарушении водного метаболизма, а также уменьшение 
осмофильного содержания синаптических пузырков ишемической стороны. 
Периодическая ишемия ткани мозга вызывает изменения в синапсах не оста
ющиеся, по всей вероятности, без влияния на функцию проведения.

М. Ostenda

ELECTRON MICROSCOPIC STUDIES OF SYNAPSES  
IN CEREBRAL ISCHEMIA IN GERBILS

S u m m a r y

The study dealts with morphological changes in synapses during cerebral 
ischemia in gerbils, produced by unilateral ligation of the common carotid 
artery. The observed changes included the appearance of vacuoles in presynaptic
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endings, indicating water imbalance and a decreased amount of osmophilic ma
terial in synaptic vesicles at the ischemic site.

Temporary ischemia of brain tissue brings about changes in synapses, certainly 
affecting neural transmission.
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VIII MIĘDZYNARODOWY KONGRES NEUROPATOLOGII 
(Waszyngton, 24— 29.IX.1978)

Szerokim echem wśród przedstawicieli wielu dyscyplin zajmujących się róż
nymi aspektami nauk neurologicznych odbił się VIII Międzynarodowy Kongres 
Neuropatologii (Waszyngton, 24—29.IX.1978). Kongres zorganizowany przez Mię
dzynarodowe Stowarzyszenie Neuropatologii zosługuje na uwagę, również ze 
względu na liczący się wkład polskich pracowników naukowych w przygotowanie 
Kongresu. Wynika to w głównej mierze z faktu, że urzędującym wiceprzewodni
czącym Stowarzyszenia jest prof. M. Mossakowski, a oprócz niego jeszcze 2 przed
stawicieli Polski znajduje się w Radzie Stowarzyszenia (prof. J. Dymecki i prof. 
M. Wender). Funkcję wiceprzewodniczącego Kongresu pełnił z ramienia Polski 
prof. M. Wender.

Tematyka Kongresu była szeroka, obejmując w postaci sympozjów wiele 
aktualnych problemów neuropatologii, jak neurobiologię nerwów obwodowych 
rozwojową neuropatologię, starzenie się układu nerwowego oraz neuronalne i gle
jowe procesy w neuropatologii. Ponadto odbyło się szereg posiedzeń i sesji pla
katowych podzielonych tematycznie na następujące zagadnienia: guzy mózgu,
anatomia i neuropatologia człowieka, mielina i choroby demielinizacyjne, choroby 
zwyrodnieniowe układu nerwowego, choroby naczyniowe mózgu, doświadczalna 
neuropatologia, choroby obwodowe układu nerwowego, wirusy i choroby wirusowe, 
choroby mięśni.

Badania przedstawione na sympozjach, jak i na poszczególnych sesjach po
święconych chorobom nerwów obwodowych, charakteryzował duży postęp meto
dyczny, umożliwiający poznanie tych procesów na poziomie podkomórkowym. 
Waxman, USA — omówił charakterystykę błon aksonalnych. Schlaepfer, USA — 
przedstawił aspekty biofizyczne neurofilamentów, Griffin i Price z USA prze
dyskutowali zagadnienie transportu aksonalnego w patologii neurofibrynalnej oraz 
w zjawisku regeneracji, Agnayo z Kanady przedstawił biologię komórek Schwanna, 
a Rasminsky (Kanada) konsekwencje fizjologiczne nieprawidłowej mielinizacji. 
Na szczególną uwagę zasługuje wykazanie, że w normalnych włóknach mielino- 
wych istnieje zróżnicowanie właściwości błon aksonalnych pomiędzy odcinkami 
węzłowymi i międzywęzłowymi a także udowodnienie obecności w aksoplazmie 
proteazy aktywowanej przez wapń, która bierze udział w niszczeniu neurofila
mentów podczas zwyrodnienia Wallera. Cały szereg prac przedstawionych w tym 
temacie dotyczył aspektów immunologicznych uszkodzenia obwodowego neuro
nu, głównie w doświadczalnym zapaleniu nerwów (EAN), co wskazuje, że ten kie
runek badań nie stracił na swej aktualności.

Rozwojowa neuropatologia, pomimo swego ogromnego znaczenia dla pozna
nia przyczyn uszkodzeń układu nerwowego wieku dziecięcego, została ograniczo
na prawie wyłącznie do materiałów sympozjum. Przedstawione na nim referaty 
dotyczyły zaburzeń neuronalnych w korze mutantów myszy (Caviness, USA), po
łączeń synaptycznych w doświadczalnie wywołanych zaburzeniach rozwojowych 
móżdżku (Sotelo, Francja) oraz organizacji kory w przypadkach zaburzeń roz
wojowych mózgu u człowieka (Williams, USA).

Duże zainteresowanie wśród uczestników Kongresu wywołało sympozjum na 
temat starzenia się mózgu, tak ze względu na dużą wagę zagadnienia dla zro
zumienia zjawisk inwolucyjnych w organizmie ludzkim jak i z powodu znacz
nego postępu jaki dokonał się w ostatnich latach w tej dziedzinie. Tomlinson 
(W. Brytania) w referacie wstępnym podjął próbę powiązania natężenia zmian 
otępiennych z ilościową oceną odchyleń patologicznych w starzejącym się mózgu. 
W kolejnych referatach Scheibel (USA) przedstawił wyniki badań zmian den- 
drytów, a Wiśniewski (USA) zaprezentował dane wskazujące, że powstanie pły
tek w starczym mózgu jest wynikiem zaburzeń białek włókienkowych neurocy- 
tów uwarunkowanych immunologicznie. Dwa dalsze referaty dotyczyły zjawisk 
niezwykle istotnych dla zrozumienia zmian biochemicznych zachodzących w móz
gu w procesie inwolucji, a mianowicie starzenie się układów neurotransmiterów 
(Davies, USA) oraz zmian neuro- i gliofilamentów (Shelanski, USA). Pomimo 
wspomnianego wyżej dużego zainteresowania jakie towarzyszyło sesji, nie przy
niosła ona oczekiwanych rewelacji naukowych, przedstawione bowiem zagadnie
nia były już w dużej części wcześniej opublikowane. Większy postęp zapowia
dający zasadniczy przełom, rysuje się natomiast w dziedzinie neuroonkologii, 
omawianej na następnym sympozjum. Jest godne podkreślenia, że osiągnięcie 
tego postępu jest wynikiem międzydyscyplinarnej współpracy neuropatologów, 

(c.d. na str. 236)
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TERESA WIERZBA-BOBROWICZ

WCZESNE ZMIANY STRUKTURALNE W MÓZGU SZCZURA 
W OSTRYM DOŚWIADCZALNYM NIEDOCUKRZENIU *

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

Wpływ ostrego niedocukrzenia na ośrodkowy układ nerwowy (OUN) 
stanowił od dawna przedmiot zainteresowania neuropatologów. Przyczy
niło się do tego w dużej mierze zastosowanie insuliny w lecznictwie psy
chiatrycznym i występowanie w przebiegu leczenia trwałych zaburzeń 
neurologicznych wskazujących na uszkodzenie OUN. Większość wczes
nych prac doświadczalnych mających na celu ustalenie wpływu ostrej 
hipoglikemii na OUN przeprowadzono przy użyciu bardzo dużych, tzw. 
wstrząsowych dawek insuliny (Weil i wsp. 1938, Winkelman, Moore 
1940). Zmiany uzyskane w tych w arunkach były zarówno wykładni
kiem działania niedocukrzenia jak i niedotlenienia, stanowiącego na
stępstwo ogólnoustrojowych zaburzeń i napadów drgawkowych.

W ostatnim dziesięcioleciu przeprowadzono liczne badania wpływu 
ostrego niedocukrzenia na przebieg procesów fizjologicznych i rozwój 
zmian s trukturalnych (Brierley i wsp. 1971 a, b; Kahn, Myers 1971; 
Meldrum i wsp. 1971) oiaz na metabolizm OUN (Ferendelli, Chang 1973; 
Lewis i wsp. 1974 a, b; Norberg, Siesjö 1976), przy czym, stosując duże 
dawki insuliny starano się tak modelować warunki eksperymentu, żeby 
wyeliminować wpływ dodatkowych czynników (kwasica, podciśnienie 
tętnicze, obrzęk mózgu, napady drgawkowe), które mogą powodować 
uszkodzenie lub nasilać zmiany wywołane niedocukrzeniem. W wyniku 
tak  prowadzonych doświadczeń Brierley i wsp. (1971 a, b) uzyskali 
w mózgach małp zmiany struk tura lne  neuronów, które uznali za na
stępstwo „czystej” hipoglikemii, zresztą identyczne ze zmianami roz
wijającymi się w przypadku ostrego niedotlenienia i/lub niedokrwie
nia OUN.

* Problem węzłowy 10.4.2.
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Jednym z czynników, odgrywających istotną rolę w kształtowaniu 
zmian s t iuk tu ra lnych  w OUN w różnych typach niedotlenienia, są zabu
rzenia mikrokrążenia w mózgu, utrzym ujące się niekiedy przez dosyć 
długi okres po zadziałaniu czynnika patogennego. Wykazano je między 
innymi w niedokrwieniu hipowolemicznym u królika (Mossakowski 
1974), u szczurów po zatruciu tlenkiem węgla (Mossakowski 1975) oraz 
poddanych tzw. prostej anoksji (Wierzba 1977). Uwzględnienie tego czyn
nika w warunkach hipoglikemii wydawało się tym bardziej celowe, 
że zarówno kliniczne jak i doświadczalne wyniki badania przepływu 
krwi w mózgu w przypadkach niedocukrzenia nie są jednoznaczne. 
Przykładowo Fappenheimer i Setchell (1973) w doświadczalnej hipogli
kemii u królików nie obserwowali zmian w przepływie krwi w móz
gu, podczas gdy Norberg i Siesjö (1976) wykazali przy użyciu 133Xe- 
-ksenonu dwu- lub nawet trzykrotny wzrost regionalnego przepływu 
krwi w mózgu szczura, występujący nawet w przypadku izoelektryczne- 
go zapisu EEG.

Celem podjętych badań było ustalenie wpływu ostrego niedocukrzenia 
na obraz struk tura lny  OUN oraz skonfrontowanie uzyskanych wyników 
ze stanem mikrokrążenia w mózgu szczura.

MATERIAŁ I METODY

Badania przeprowadzono na szczurach rasy Wistar, 2-miesięcznych 
samcach i samicach. Przed podaniem insuliny odstawiono zwierzętom 
na okres 24 godzin pokarm stały pozostawiając im swobodny dostęp 
do wody. Do doświadczeń użyto insulinę krystaliczną (Polfa), którą 
wstrzykiwano podskórnie jednorazowo w dawce 0,5 j.m./100 g cięża
ru  ciała. Dawka ta przyjęta na podstawie wyników wstępnych badań, 
powodowała u dorosłych szczurów obniżenie poziomu glukozy we krwi 
poniżej 10 mg% na okres około 2 godzin i prowadziła do wystąpienia 
krótkotrwałej śpiączki ustępującej samoistnie u większości zwierząt. 
Szczury grupy kontrolnej otrzym ały podskórnie fizjologiczny roztwór 
soli w takiej samej objętości. U zwierząt grupy doświadczalnej 
i kontrolnej oznaczano zawartość glukozy we krwi bezpośrednio przed 
wstrzyknięciem insuliny lub roztworu NaCl oraz w 1, 2, 3, 4, 5, 6, 24 
i 48 godzin po iniekcji. Glukozę oznaczano we krwi pobranej z ogona 
metodą orto-toluidynową. Wyniki odczytywano na spektrokolorymet- 
rze Specol f-my Zeiss.

Badanie mikrokrążenia oraz ocenę zmian morfologicznych przepro
wadzono u szczurów uśmiercanych bezpośrednio po podaniu insuliny 
oraz u zwierząt z 1, 2, 4, 6, 24 i 48 godz. przeżyciem. Każda grupa cza
sowa obejmowała 3 zwierzęta doświadczalne i 1 zwierzę kontrolne.
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Zwierzęta przeznaczone do badania mikrokrążenia dekapitowano. Móz
gi po wyjęciu z jamy czaszkowej u trwalano przez 7 dni w 4% roztwo
rze formaliny i po utrwaleniu dzielono je na bloki w płaszczyźnie czo
łowej, na wysokości skrzyżowania nerwów wzrokowych, guza popie
latego i na granicy mcstu i opuszki. Z zamrożonych bloczków sporządza
no skrawki grubości 80— 100 m-, które barwiono metodą benzydynową 
wg Pickwortha.

Szczury przeznaczone do badania morfologicznego uśmiercano, wy
konując w płytkiej narkozie eterowej przezsercową perfuzję roztworem 
formaliny w 0,S% NaCl. Po utrw aleniu  szczury dekapitowano i pozo
stawiano całe głowy zwierząt w płynie perfuzyjnym  do następnego 
dnia, po czym wyjmowano mózgi i pobierano takie same bloczki jak 
do badania mikrokrążenia. Pobrany m ateriał przeprowadzano w spo
sób standardowy do parafiny. Skrawki barwiono hematoksyliną-eozy- 
ną, fioletem kiezylu oraz wg metody Heidenhaina.

WYNIKI 

Z aw ar tość  g lu kozy  we k r w i

U szczurów kontrolnych, pozbawionych przez 24 godz. pokarmu, za
wartość glukozy we krwi wahała się w granicach 78—85 mg%, u szczu
rów nie głodzonych poziom cukru we krwi wynosił 95— 105 mg% (rye. 1).

Po wstrzyknięciu insuliny obserwowano szybki spadek zawartości 
glukozy we krwi badanych zwierząt. Po jednej godz. stężenie glukozy 
wynosiło około 28 mg%, po 2 godz. zawartość glukozy była niższa niż 
10 mg% i na niższym poziomie niż 20 m^% utrzymywała się przez trze
cią i czwaitą godzinę po podaniu insuliny. W ciągu następnych 60 mi
nut zwierzęta otrzym ywały pokarm, po spożyciu którego poziom gluko
zy we krwi szybko wracał do normy.

Obserwac je  k l in iczne

Przez pierwszą godzinę po wstrzyknięciu insuliny szczuiy nie wy
kazywały żadnych uchwytnych odchyleń od normy. Pierwsze objawy 
w postaci spowolnienia ruchowego, przyspieszenia oddechu i czyn
ności serca pojawiały się w czasie drugiej godziny po iniekcji. Po upły
wie dwu do dwu i pół godz., u szczurów występowała krótkotrwała 
śpiączka, w t:akcie której obserwowano ślinotok, zwolnienie oddechu 
i czynności serca, mimowolne oddawanie moczu i kału oraz obniżenie 
ciepłoty ciała, u niektórych zwierząt występowały również napady 
drgawkowe. Szczury pozostawały w stanie śpiączki przez 10— 30 mi
nut, po upływie których występowało przeważnie samoistne wybudze-
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В ус. 1. Zawartość glukozy w e krwi szczurów po podaniu insuliny i w kontroli. 
Wyniki przedstawiają średnie arytmetyczne ± średnie odchylenie od średniej

wyników dla 5 szczurów. p^0,05.
Fig. 1. Glucose content in the blood of hypoglycemic and control rats. The results 
are shown as mean values ± standard error of the mean from 5 rats. p^0.05.

nie się zwierząt. U niektórych szczurów w trakcie śpiączki pojawiały 
się objawy ostrej niewydolności krążenia prowadzące do śmierci zwie
rzęcia. Szczury, które padły, zostały wyeliminowane z doświadczenia. 
U zwierząt, które przeżyły występował początkowo powolny, a w okre
sie wzrostu zawartości glukozy we krwi, szybki powrót do normy.

Obserwacje  pa tomor fo log iczne

Zmiany patomorfologiczne w mózgach szczurów doświadczalnych 
ograniczały się zasadniczo do uszkodzenia neuronów. Polegało ono na 
pojawieniu się w cytoplazmie komórek nerwowych drobnych, nieregu
larnie rozmieszczonych wodniczek, czasami dostrzegalnych dopiero 
w większych powiększeniach mikroskopowych. Niekiedy były one w y
raźnie ułożone na obwodzie komórki. Ponadto obserwowano neurony 
z nadbarwliwą, barwiącą się nierówno cytoplazmą i niekiedy ciemnym 
trójkątnym  jądrem (wczesne zmiany ischemiczne neuronów wg Brier- 
leya i wsp. 1971 a). Często oba typy nieprawidłowości występowały 
w obrębie tej samej komórki. Zmienione neurony występowały w spo
sób rozsiany w korze półkul mózgowych, zawojach hipokampa, s truk tu 
rach podkorowych, w obrębie pnia mózgu i w korze móżdżku. Nasi
lenie uszkodzeń było niewielkie i niejednakowe u poszczególnych zwie
rząt z tej samej grupy czasowej.
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Byc. 2. Szczur z 2 godz. przeżyciem po podaniu insuliny. Mikrowakuolizacja 
neuronów w opuszce (strzałki) (600 X). Fiolet krezylu. Pow. 400 X. W dolnym 

lewym rogu pojedynczy neuron w większym powiększeniu (600 X). 
big. 2. Rat with 2 h survival after insulin injection. Microvacuolization in neurons 
of the medulla (arrows). Cresyl violet. X 400. In the left lower corner one of 

them in higher magnification. Insert X 600.
Rye. 3. Szczur z 2 godz. przeżyciem po podaniu insuliny. Mikrowakuolizacja 
i częściowa nadbarwliwość cytoplazmy komórek Purkinjego. Fiolet krezylu.

Pnw. 400 X.
big, 3. Rat with 2 h survival after insulin injection. Microvacuolization and cy

toplasm’s hyperchromasia of Purkinje cells. Cresyl violet. X 400.

Bye. 4. Szczur z 4 godz. przeżyciem po podaniu insuliny. Hiperchromatyczne neu
rony opuszki z drobnymi wcdniczkami w  cytoplazmie. Fiolet krezylu. Pow. 200 X. 
Fig. 4. Rat with 4 h survival after insulin injection. Hyperchromatic neurons of 

medulla with fine vacuoles in cytoplasm. Cresyl violet. X 200.
Bye. 5. Szczur z przeżyciem 6 godz. po wstrzyknięciu insuliny. Uszkodzone neu

rony skorupy i zwiększona satelitoza. Fiolet krezylu. Pow. 400 X.
Fig. 5. Rat with 6 h survival after insulin injection. Damaged striatal neurons 

with increased glial satellitosis. Cresyl violet. X 400.
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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Pojedyncze neurony z mikrowakuolizacją znajdowano w korze no
wej już w 1 godz. po podaniu insuliny. U szczurów z 2 i 4 godzinnym 
przeżyciem liczba uszkodzonych neuronów zwiększała się. Spotykano 
je również w jądrach podkorowych, opuszce (ryc. 2) i w móżdżku (ryc. 3). 
U szczurów z 4 godz. przeżyciem komponent ischemiczny często prze
ważał nad mikrowakuolizacją, przy czym w obkurczonych ciemno bar
wiących się neuronach widoczne były często pojedyncze drobne wodniczki 
(ryc. 4). W 6 godzin po podaniu insuliny zmiany ischemiczne przeważały 
nad mikrowakuolizacją, chociaż spotykano nadal mieszany typ zmian oraz 
komórki wykazujące wczesne stadia uszkodzenia. Sporadycznie obser
wowano zwiększoną satelitozę (ryc. 5) oraz rozpad komórek nerwo-

Ryc. 6. Szczur z 6 godz. przeżyciem po podaniu insuliny. Uszkodzenie i rozpad neu
ronów w zawoju hipokampa (strzałka). Fiolet krezylu. Pow. 200 X,

Fig. 6. Rat with 6 h survival after insulin injection. Severe damage to hippocampal 
neurons (arrow). Cresyl violet. X 200.

Ryc. 7. Szczur z przeżyciem 6 godz. po ■wstrzyknięciu insuliny. Mikrowakuoliza- 
cja, zmiany ischemiczne i mieszane komórek Purkinjego. W dolnym lewym rogu
pojedynczy neuron z dużą wodniczką. Fiolet krezylu. Pow. 200 X. Wycinek pow.

600 X.
Fig. 7. Rat with 6 h survival after insulin injection. Microvacuolization, ischemic 
and mixed changes of Purkinje cells. In the left lower corner neuron with large 

vacuole in higher magnification. Cresyl violet. X 200. Insert X 600.

wych (ryc. 6). Komórki Purkinjego w móżdżku wykazywały zmiany o róż
nym charakterze i nasileniu (ryc. 7). U niektórych szczurów z 4 i 6 godz. 
przeżyciem widoczne było obrzmienie tkanki z porozsuwaniem ele
mentów strukturalnych i obrzękiem oligodendrocytów. W żadnej z grup 
czasowych nie stwierdzono zmian w osłonkach mielinowych jak rów 
nież okołonaczyniowych ubytków komórkowych czy ognisk opusto
szenia.
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W y n i k  badania sieci naczyń k rw io n o ś n y c h  i u k ła d u  w łośn iczek

Skrawki z mózgów kontrolnych szczurów przedstawiały charaktery
styczne zróżnicowanie układu i gęstości sieci naczyniowej kory i istoty 
białej w półkulach mózgu (ryc. 8), zawoju hipokampa i w obrębie pnia 
mózgu. U zwierząt dekapitowanych po 1 godz. od wstrzyknięcia insu
liny obserwowano zmniejszenie różnicy gęstości sieci naczyniowej kory 
i istoty białej. W obu strukturach występowały liczne naczynia ma
łego i średniego kalibru, niekiedy o wężykowatym przebiegu, obficie 
wypełnione krwią (ryc. 9). Po 2 godz. sieć naczyń włosowatych w y
dawała się jeszcze obficiej wypełniona krwią. U zwierząt z 4 godz. 
przeżyciem po podaniu insuliny obserwowano utrzym ujące się nadal 
przepełnienie krwią włośniczek oraz większych naczyń i zatarcie róż
nicy w gęstości sieci naczyniowej kory i istoty białej (ryc. 10). W tym 
okresie w zawojach hipokampa pojawiały się drobne pólka gorszego 
ukrwienia, których obecność obserwowano również u zwierząt z 6 godz. 
przeżyciem od podania insuliny (ryc. 11). W 24 godz po iniekcji spo
strzegano tylko pojedyncze naczynia większego kalibru nadmiernie 
wypełnione krwią. Zasadniczo już w tym okresie, podobnie jak u szczu
rów z 48 godz. przeżyciem, obraz sieci naczyniowej mózgu szczurów 
doświadczalnych był taki sam jak u zwierząt kontrolnych.

OMÓWIENIE

Z przeprowadzonych badań wynika, że ostre niedocukrzenie z obni
żeniem zawartości glukozy we krwi poniżej 10 mg% na okres 1,5— 
—2,5 godz. powoduje u szczurów uszkodzenie neuronów OUN o typie 

mikrowTakuolizacji i schorzenia ischemicznego, uznanych przez Brierleya 
i wsp. (1971 a) za charakterystyczne wczesne następstwo niedostatku 
tlenowego (niedotlenienia i/lub niedokrwienia OUN). Tego samego typu 
nieprawidłowości Brierley i wsp. (1971 b) obserwowali również u małp 
poddanych ostrej hipoglikemii. Większe nasilenie uszkodzeń u małp 
można tłumaczyć między innymi znacznie wyższą dawką insuliny oraz 
ich większą wrażliwością na niedotlenienie. Inny rodzaj zmian uzyskali 
Jones i Smith (1971) u noworodków szczurzych, którym  podawano 
insulinę w okresie pierwszych 10 dni życia. Zmiany ischemiczne neuro
nów obserwowano dopiero u szczurów 10 dniowych, natomiast u młod
szych zwierząt występował ostry obrzęk komórek nerwowych, przy 
czym nasilenie uszkodzeń zwiększało się wraz z wiekiem zwierząt. Za- 
lówno inny charakter uszkodzeń, jak i ich narastanie u zwierząt s tar
szych, wiążą się z odrębnością metaboliczną niedojrzałej tkanki ner
wowej i jej zwiększającą się w miarę rozwoju wrażliwością na niedo
tlenienie.
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Ryc. 8. Szczur kontrolny. Charakterystyczny układ i zróżnicowanie gęstości sieci 
naczyniowej w korze i istocie białej. Met. Pickwortha. Pow. 60 X.

Fig. 8. Control rat. Typical arrangement of vascular network within cerebral 
cortex and subcortical white matter. Pickworth X 60.

Ryc. 9. Szczur dekapitowany w 1 godz. po podaniu insuliny. Przekrwienie sieci 
włośniczkowej kory i istoty białej. Met. Pickwortha. Pow. 60 X.

Fig. 9. Rat with 1 h survival after insulin injection. Hyperemia of cortical and 
white matter vascular network. Pickworth X 60.

Ryc. 10. Szczur dekaipitowany 4 godz. po podaniu insuliny. Zatarcie różnicy gęstości 
sieci włośniczkowej pomiędzy korą i istotą białą, utrzymujące się nadal prze

krwienie sieci włośniczkowej. Met. Pickwortha. Pow. 60 X.
Fig. 10. Rat with 4 h survival after insulin injection. Persisting hyperemia of 
cortical and white matter vascular network, leading to obliteration of differences 

between both cerebral matters. Pickworth X 60.
Ryc. 11. Szczur dekapitowany w  6 godz. po podaniu insuliny. Widoczne jeszcze 
drobne pólka gorszego ukrwienia w zawoju hipokampa (strzałki). Met. Pickwortha.

Pow. 60 X.
Fig. 11. Rat with 6 h survival after insulin injection. Still visible small areas of 

poorer vascularisation within hippocampal cortex (arrows). Pickworth X 60.

W naszym materiale, w żadnej z badanych grup nie stwierdzono 
zależności pomiędzy lokalizacją uszkodzeń i unaczynieniem mózgu, co 
wskazuje na brak udziału czynnika naczyniowego w rozwoju niepra
widłowości s trukturalnych. Występowanie ogniskowych uszkodzeń i na
silenie zmian komórkowych na pograniczu unaczynienia dużych pni
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tętniczych w warunkach ostrego niedocukrzenia u małp, Brierley i wsp. 
(1971 b) obserwowali tylko u tych zwierząt, u których występował zna
czny spadek ciśnienia krwi. Powodował on dodatkowo niedokrwienie 
OUN znajdujące wykładnik w akcentacji zmian patomorfologicznych 
w obszarach tzw. ostatniej łąki.

Patomechanizm rozwoju zmian w OUN w następstwie ostrej hipo- 
glikemii jest dotychczas nie wyjaśniony. Najwcześniejsze zmiany w neu
ronach w postaci mikrowakuolizacji znajdują odpowiednik u ltrastruk- 
turalny w uszkodzeniu mitochondriów (McGee-Russel i wsp. 1970). Jed 
nakże badania biochemiczne pomimo znacznego obniżenia zawartości glu
kozy w mózgu nie wykazują spadku zawartości związków wysokoener
getycznych — ATP i fosfokreatyniny — przy obniżeniu zawartości 
glukozy we krwi poniżej 20, a nawet 10 mg% (Ferendelli, Chang 1973). 
Norberg i Siesjö (1976) uważają, że spadek wysokoenergetycznych związ
ków węglowodanowych jest kompensowany przez utlenianie endogen
nych substratów. Dopiero wyczerpanie możliwości kompensacyjnych 
lub zadziałanie czynników powodujących dodatkowe upośledzenie prze
miany OUN prowadzi do rozleglejszych i trwałych uszkodzeń s truk tu ra l
nych.

W okresie hipoglikemii obserwowano u naszych zwierząt nadmierne 
wypełnienie krwią włośniczek i większych naczyń OUN. Wydaje się, że 
stwierdzone przekrwienie sieci naczyniowej stanowi zjawisko kompen
sacyjne, zapewniające zwiększenie transportu  glukozy z krwi do tkan
ki nerwowej. Brak zaburzeń mikrokrążenia w zastosowanym modelu 
doświadczalnym pozwala na wykluczenie ich udziału w rozwoju zmian 
s trukturalnych i na odniesienie stwierdzonych nieprawidłowości do 
uszkadzającego działania hipoglikemii.

Т. Вежба-Бобрович

РАННИЕ ИЗМЕНЕНИЯ В ЦНС 
ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ ОСТРОЙ ГИПОГЛИКЕМИИ У КРЫСЫ

Р е з ю м е

Исследовано влияние острой гипогликемии на морфологию ЦНС и на состо
яние микрокровообращения.

Опыты ставили на взрослых крысах, которым однократно впрыскивали 
кристаллический инсулин в дозе 0,5 м.ед./100 г веса тела. Наблюдения проводили 
в пределах от 1 до 48 часов после впрыскивания инсулина.

Показано, что гипогликемия с временным снижением содержания глюкозы 
в крови ниже 10 мг°/о вызывает в мозгах крыс развитие структурных изме
нений, характерных для раннего периода гипоксии и ишемии. Они заключаются 
в появлении микровакуолизации и ишемичного заболевания нервных клеток,
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причем их интенсивность обусловлена продолжительностью гипогликемии- Из
менения в нервных клетках носят рассеянный характер и локализованы в коре 
мозговых полушарий, в подкорковых структурах, в области мозгового ствола 
и коры мозжечка. Отсутствие существенных нарушений микрокровообращения 
в использованных экспериментальных условиях позволяет исключить как не
посредственное, так и опосредованное участие сосудистого фактора в развитии 
структурных изменений, которые в связи с этим можно рассматривать как 
показатель действия чистой метаболической гипоксии на нервную ткань.

Т. Wierzba-Bobrowicz

EARLY CEREBRAL CHANGES IN EXPERIMENTAL 
HYPOGLYCEMIA IN THE RAT

S u m m a r y

The effect of acute hypoglycemia on the brain morphology and cerebral mi
crocirculation was investigated.

The experiments were carried out on adult rats which were given single 
insulin injection in a dose of 0.5 IU/100 g of body weight. The observation period 
lasted from 1 up to 48 hours after insulin injection.

It was shown that acute hypoglycemia in the rat with temporary decrease 
of blood sugar content below 10 mg% is accompanied by the development of 
brain abnormalities characteristic for the early period of hypoxia or ischemia. 
These abnormalities consisted in microvacuolization and ischemic changes of 
nerve cells. Diffuse neuronal changes occurred in the cerebral cortex, in the 
Ammon’s horn, in subcortical structures as well as in the brain stem and ce
rebellar cortex.

The lack of significant disturbances of the cerebral microcirculation permits 
to exclude an influence of vasogenic factor on the development of structural 
changes, which thus may be considered as an effect of pure metabolic hypoxia 
on the nerve tissue.
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specjalistów medycyny nuklearnej i biochemików'. Mowa tu o możliwości oceny 
stopnia złośliwości a nawet typu histopatologicznego guzów śródczaszkowych bez 
konieczności pobierania materiału bioptycznego. Perspektywy takie i to już bar
dzo realne stwarza komputerowa tomografia osiowa połączona z techniką izo
topową (Di Chiro, USA). Rozwój tej techniki, niestety niezwykle kosztownej, stwo
rzy również warunki dla przyżyciowej oceny procesów metabolicznych w tkance 
nerwowej mózgu.

Bardzo istotny problem jednolitej w skali międzynarodowej klasyfikacji guzów 
mózgu, został przedstawiony na sympozjum przez Barnarda z Wielkiej Brytanii. 
Jak wynika z jego referatu zagadnienie nie zostało do tej pory rozwiązane. Po
mimo bowiem powołania pod egidą Światowej Organizacji Zdrowia, międzynaro
dowej grupy roboczej z siedzibą w Kolonii (prof. Ziilch), zaproponowana przez 
nią klasyfikacja nadal znajduje się jeszcze w ogniu szerokiej dyskusji, w której 
dotychczas nie ma zgodności stanowisk.

Ostatnie sympozjum zostało zorganizowane przez Amerykańskie Stowarzyszenie 
Neuropatologów z tematyką podstawowych procesów patologicznych w neuro
nach i gleju. W sympozjum omówiono rozwój połączeń dendrytycznych i synap
tycznych (Purpura, USA), zdolność adsorpcyjną błon cytoplazmatycznych neu
ronów (Gonatas, USA), powiązania funkcjonalne oligodendrogle'u i mieliny (Lam- 
pert, USA) oraz patologię astrogleju (Ikuta, Japonia). Sympozjum zakończył 
wykład prezydencki (presidential addres) Asao Hirano, przewodniczącego Ame
rykańskiego Stowarzyszenia Neuropatologów. Sympozjum stanowiło dobry prze
gląd współczesnego stanu wiedz/ w zakresie podstawowych zjawisk cytologicz
nych występujących w tkance nerwowej w chorobach ośrodkowego układu ner
wowego.

Omówienie nawet w wielkim skrócie olbrzymiego dorobku kilkuset doniesień 
wygłoszonych w czasie poszczególnych konferencji jak i zaprezentowanych na 
sesjach plakatowych nie wydaje się możliwe. Należy jedynie podkreślić, że w co
raz większym stopniu neuropalo’ogia tak doświadczalna jak i kliniczna korzysta 
z szerokiego wachlarza metod biochemicznych i biofizycznych, stając się z nauki 
morfologicznej neurobiologią patologiczną.

Z polskich uczestników kongresu Mossakowski (Warszawa), przedstawił do
niesienie wspólne z Kapuścińskim, w którym wysunął dobrze udowodnioną, na 
podstawie dziesiątków badań szczegółowych, tezę, że różne stany patologiczne, 
które można ująć pod wspólnym mianem hipoksji prowadzą do niedokrwienia 
mózgu, stanowiącego podstawowy mechanizm w patologii naczyniowej. Główną 
przesłanką dla tej niezwykle interesującej tezy są dane wskazujące, że niedotle
nienie niezależnie od natury czynnika wywołującego powoduje zaburzenia krą
żenia krwi w mózgu. Dymecki (Warszawa) przedstawił na sesji plakatowej 
doniesienie wspólne z Walskim na temat dynamiki zmian synaps typu S i F 
w doświadczalnej padaczce audiogennej u szczurów. Autor niniejszego sprawo
zdania wygłosił doniesienie opracowane wspólnie z zespołem pracowników Kliniki 
Neurologicznej AM w Poznaniu na temat wpływu zatrucia związkami alkilo
wymi nitrozomocznika na białka mieliny.

Na Kongresie ogłoszono, że nowym przewodniczącym Międzynarodowego Sto
warzyszenia Neuropatologów został w'ybrany J. Corsellis, a sekretarzem J. Adams, 
obaj z W. Brytanii. Kolejny IX Kongres Neuropatologii odbędzie się za 4 lata 
w Sztokholmie.

Mieczysław Wender
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DICHLORVOS PENETRATION THROUGH RABBIT PLACENTA
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Polish Academy of Sciences, Warsaw 
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The question how dichlorvos affects the health of fetuses and new
borns is still a m atter of controversy. This pesticide has been reported 
not to influence the weight and vitality of the progeny of females to 
which dichlorvos was administered in their gestation period (Casida 
et. al. 1962, Vogin, Carson 1971, Thorpe et al. 1972, Siers 1974, Dąmbska 
et al. 1978). Potter et al. (1973) who fed pregnant sows with labelled 
dichlorvos preparations was not able to detect this pesticide or its me
tabolites in the tissues of the progeny. On the other hand, dichlorvos 
was shown to diminish the activity of certain mitochondrial enzymes 
that are important for the proper functioning of the cellular metabolism 
(Maślińska, Zalewska 1978 a). The changes occurred in brain, i.e. in the 
organ which is highly sensitive to alterations of this type. It was obser
ved that acetylcholinesterase (AChE) activity decreased in the progeny 
of rats treated with dichlorvos during the gestation period (Zalewska 
et al. 1976 a, b). Similar investigations, performed on rabbits showed 
a reduction of this enzyme activity as well (Maślińska, Zalewska 1978 b). 
It was suggested that in both cases the reduction of the AChE activity 
resulted from the direct dichlorvos action.

The aim of the present work was to establish whether dichlorvos 
penetrates placenta in rabbits.

MATERIAL AND METHODS

The investigations were carried out on 38 rabbit fetuses derived from 
5 experimental and 2 control litters. Dichlorvos was administered orally 
to pregnant animals, in a single dose of 6 mg/kg of body weight on the
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expected day of delivery. To control females only a corresponding 
amount of sunflower oil, used as a dichlorvos solvent, was administered.

Fetuses were brought out by means of cesarean section 5, 10, 20, 30 
and 120 minutes after the pesticide administration and decapitated. For 
DDVP estimations generally a method described in „Manual of Ana
lytical Methods for the Analysis of Pesticide Residues in Human and 
Environmental Samples” was followed (Thompson 1974). One ml of 
mixed blood was collected and immediately extracted  with n-hexan. 
Five lal of the solution was injected onto a chromatographic glass column 
(152 cm length and 4 mm diameter). The columns were filled with 
1.5% OV — 17 +  1.95% OF-1 on WHP Chromosorbent (100— 120 mesh). 
The tem perature of the tube was 165°C. Determinations were made on 
a Pye Unicam 104 gas chromatograph with 63Ni E.C. detector, the tem 
perature  of which was 250°C during the nitrogen flow of 60 ml/min. 
For fortification, 0.22—0.45 м-mol/l of dichlorvos was used (DDVP-0,0- 
-Dimethyl-0-/2,2-dichlorvinyl/phosphate 99.2% produced by the Insti
tute of Physical Chemistry of Polish Academy of Sciences in Warsaw).

RESULTS

Females and fetuses did not show any symptom of dichlorvos poison
ing. Chromatographic analysis showed the presence of dichlorvos in 
the fetal blood. Figure 1 presents chromatograms of: A — control 
blood samples, В — blood of a treated  fetus, С — blood investigated
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Fig. 1. Chromatograms of dichlorvos.
Rye. 1. Rozdziały chromatograficzne 

dichlorfosu.
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after in vitro  addition of a s tandard dose of dichlorvos (fortification). 
Chromatograms В and С show peaks which correspond to the pesticide 
tha t  is looked for. After the fortification, the pesticide present in the В 
sample and the amount added in vitro  summed up (chromatogram C).

Table 1 presents data of chromatographic determinations. The amount 
of the pesticide that penetrated to the fetus ranged from 0.542 ±0.113 
to 7.692 ± 0.583 м-mol/l. The blood pesticide level in the fetus gradually 
increased; the increase being the highest 20 minutes after administra
tion to the pregnant female. Thereafter, dichlorvos concentration in 
the fetal blood rapidly diminished and was very low after 2 hours.

Table 1. DDVP concentration in fetal blood after single adm inistration of DDVP to  females 
(6 m g/kg of total body weight per os) (Chromatographic determinations)

Tabela 1. Stężenie DDVP we krwi płodów po jednorazowym podaniu DDVP samicom (6 mg/
/kg wagi ciała doustnie)

(Oznaczenia chromatograficzne)

Fetuses

Płody

Number of fetuses Time of blood 
collection 

Liczba płodów Czas pobrania 
krwi min

D D V P  concentrations 
in /лпоі/і 

Stężenie D D V P  w //mol/1 
X ± S D

Litter 1 5 5 0 .814±0.090
Miot 1
Litter 2 5 10 4 .072±0.361
Miot 2
Litter 3 6 20 7.692 ± 0 .583
Miot 3
Litter 4 5 30 5 .429±0 .407
Miot 4
Litter 5 7 120 0 .542±0.113
Miot 5

DISCUSSION

The presence of dichlorvos in blood of rabbit fetuses after  single
administration to the pregnant female proves placental penetration of 
this pesticide. The dynamics of the penetration was, in our investiga
tions, a m atter  of secondary importance. However, the increase of the 
concentration of the pesticide in fetal blood 20 minutes after admini
stration to the pregnant female is in accordance with Pachecka et al.
(1977) who observed the most pronounced reduction of the Cholineste
rase activity in the plasma of the adult animals to occur at the same 
time. The pesticide concentration decrease in the fetal blood is rapid 
and after 2 hours its level is merely 0.54 ц т о і /l. Therefore, it may be 
assumed that the reason why Potter  et al. (1973) did not find dichlor
vos in blood and in the tissues of the piglets was the lapse of over 
24 hours between the dichlorvos administration to the pregnant fe
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male and the collection of the progeny material for the  estimations. 
The authors, however, using labelled dichlorvos in their experiments, 
stated the presence of radioactive elements (but not metabolites) in 
the tissues of fetuses and newborns.

It remains to be established whether dichlorvos penetrating through 
placenta is metabolized already in the fetal tissues or later, a fter  its 
re tu rn  to m other’s blood.

It seems that the previously observed reduction of the acetylcholin
esterase activity in the brain tissue of the newborn and young rabbits 
(Maślińska, Zalewska 1978b) represented a direct effect of the pestici
de. The activities of mitochondrial enzymes in the progeny of females 
poisoned in the gestation period (Maślińska, Zalewska 1978a) are also 
likely to be affected by dichlorvos itself.

Dichlorvos is commonly used in agriculture, sanitary  precautions and 
in veterinary medicine; therefore its penetration through placenta and 
its influence upon the brain tissue during m aturation period m ay be
come a particularly important problem in hum an pathology.

D. Maślińska, M. Dąmbska, S. Maśliński

PRZECHODZENIE DICHLORFOSU PRZEZ ŁOŻYSKO KRÓLIKA 

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

Określono przechodzenie dichlorfosu (DDVP) przez łożysko. Ciężarnym kró
licom w dniu spodziewanego porodu podawano doustnie 6 mg/kg DDVP rozpusz
czonego w oleju słonecznikowym.

Stężenie DDVP we krwi płodów oznaczano metodą chromatografii gazowej 
po 5, 10, 20, 30 i 120 minutach od podania preparatu ciężarnym samicom.

We wszystkich badanych próbach stwierdzono obecność pestycydu. Najwięk
sze stężenie DDVP (7,692 цтоі/і) zaobserwowano po 20 minutach, po czym na
stępował stopniowy jego spadek. Wyniki badań wskazują na możliwość uszka
dzającego działania pestycydu na płód w następstwie jego przejścia przez ło
żysko.

Д. Маслиньска, М. Домбска, С. Маслиньски

ПРОНИКНОВЕНИЕ ДИХЛОРФОСА ЧЕРЕЗ ПЛАЦЕНТУ КРОЛИКА

Р е з ю м е

Исследовано проникновение дихлорфоса (DDVP) через плаценту кролика. 
Беременным самкам за день до родов вводили per os распущенный в подсол
нечном масле DDVP в количестве 6 мг/кг веса тела.

Методом газовой хроматографии измеряли у плодов концентрацию DDVP 
в крови через 5, 10, 20, 30 и 120 минут после подачи препарата беременным
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самкам. Во всех исследованных образцах было обнаружено присутствие пести
цида. Самая большая концентрация (DDVP 7.692 uM/л) была определена через 
20 минут после воздействия препарата, после чего наступало постепенное сни
жение его концентрации. Полученные данные указывают на возможность 
воздействия пестицида на плод через плаценту.
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KOMUNIKATY

W dniach od 14 do 16 września odbędzie się w Essen (RFN) zjazd Niemiec
kiego Towarzystwa Neuropatologów i Neuroanatomów. Tematem zjazdu będą 
odchylenia immunologiczne, defekty immunologiczne i supresja immunologiczna 
a zapalenia mózgu.

*
* *

Komisja Neurochemii i Komisja Chorób Nerwowo-Mięśniowych Komitetu 
Nauk Neurologicznych PAN oraz Sekcja Neurochemii Polskiego Towarzystwa Neu
rologicznego organizują w dniach 12—13 października 1979 r. w Puławach XIV 
Dzień Neurochemii Klinicznej na temat biochemii mięśni i nerwów obwodowych.

Termin zgłaszania referatów i doniesień oraz uczestnictwa upływa 1 maja 
1979 r.
A d r e s  K o m i t e t u  O r g a n i z a c y j n e g o :

Prof. dr hab. Mieczysław Wender,
Klinika Neurologii Instytutu Chorób Układu Nerwowego 
i Narządów Zmysłów AM w Poznaniu, 
ul. Przybyszewskiego 49, 60-355 Poznań.

*

*  *

Sekcja Neurologii Rozwojowej przy krakowskich oddziałach Polskiego Towa
rzystwa Neurologicznego i Polskiego Towarzystwa Pediatrycznego oraz Instytut 
Pediatrii AM organizują w Krakowie w dniu 19 listopada 1979 r. Konferencję 
Naukową w ramach dorocznego Dnia Neurologii Dziecięcej.
P r o g r a m  K o n f e r e n c j i :
— Dyskusja „okrągłego stołu” na temat padaczki z napadami zgięciowymi u nie

mowląt.
— Podostre twardniejące zapalenie mózgu u dzieci (SSPE).

Termin zgłaszania doniesień na temat SSPE i przesłania streszczeń upływa 
1 maja 1979 r.
A d r e s  K o m i t e t u  O r g a n i z a c y j n e g o :

Specjalistyczny Zespół Matki i Dziecka,
Poradnia Neurologiczna,
31-503 Kraków, ul. Strzelecka 2/4.

*

*  *

W dniu 3 października 1979 odbędzie się w Saint Louis, Missouri, (USA) IX 
Międzynarodowe Sympozjum Towarzystwa im. Fultona poświęcone problemowi 
neuropeptydów w mózgu.
A d r e s  K o m i t e t u  O r g a n i z a c y j n e g o :

Prof. dr Victor Soriano,
Calle Buenos Aires 363 
Montevideo, Urugway.

*
* *

W okresie od 3 do 6 października 1979 odbędzie się w Budapeszcie Sympozjum  
Neurologii i Psychiatrii Dziecięcej.

Tematy Sympozjum z zakresu neurologii obejmą:
—• znaczenie nowych metod neurofizjologicznych w badaniu neurologicznym

dzieci,
— choroby metaboliczne układu nerwowego u dzieci,
— doniesienia wolne.
A d r e s  K o m i t e t u  O r g a n i z a c y j n e g o :

A. Mâttyus, M.D.
Heim Pal Hospital for Children,
Neurological Department 
H 1089 Budapest,
Üllöi ut. 86.

Jerzy Dymecki
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ZUZANNA KRAŚNICKA, BARBARA GAJKOWSKA

WPŁYW DICHLORFOSU (DDVP) NA TKANKĘ NERWOWĄ 
HODOWANĄ IN VITRO.

(BADANIA W MIKROSKOPIE ŚWIETLNYM I ELEKTRONOWYM

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

Pracownia Ultrastruktury Układu Nerwowego Centrum Medycyny Doświadczalnej
i Klinicznej PAN 

Kierownik Pracowni: doc. dr J. Borowicz

Dichlorfos należy do fosforoorganicznych związków owadobójczych 
powszechnie stosowanych w rolnictwie. Toksyczne działanie insektycy
dów fosforoorganicznych dotyczące przede wszystkim procesów u tle
niania komórkowego wykazane zostało w badaniach biochemicznych 
(Heidker, Pardini 1972; Pachecka i wsp. 1975; Sikorska i wsp. 1975; 
Sitkiewicz, Zalewska 1975; Biczowa i wsp. 1975) i histoenzymatycznych 
w postaci osłabienia aktywności dehydrogenazy bursztynianowej i oksy
dazy cytochromowej (Szumańska, Gadamski 1977) oraz zahamowania 
aktywności acetylocholinesterazy (Lancaster 1972; Gadamski, Szumań
ska 1977).

W badaniach doświadczalnych przeprowadzanych na zwierzętach 
przy podawaniu związków fosforoorganicznych przez przewód pokarmo
wy należy liczyć się z toksycznym wpływem nie tylko samych związ
ków lecz również produktów ich przemiany. Zastosowanie modelu orga- 
notypowych hodowli tkankowych, wykluczające metaboliczną rolę wą
troby, jak również udział naczyniowych układów barierowych pozwala 
na ocenę bezpośredniego wpływu dichlorfosu na obraz morfologiczny 
tkanki nerwowej.

Celem badań była ocena zmian strukturalnych i u l trastrukturalnych  
w poszczególnych elementach tkankowych ośrodkowego układu ne r
wowego w hodowli pozaustrojowej, stanowiących następstwo bezpośred
niego działania dichlorfosu. Badania uzupełniono analizą wpływu pe
stycydu na aktywność wybranych enzymów oksydacyjno-redukcyjnych 
i acetylocholinesterazy.
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MATERIAŁ I METODY

Badania wykonano na organotypowych hodowlach móżdżku noworod
ków szczurzych, które prowadzono według standardowej metody opi
sanej przez Kraśnicką i Mossakowskiego (1965). Do wyselekcjonowa
nych 3-tygodniowych hodowli podawano dichlorfos (0,0-dwumetylo- 
-0/2,2-dwuchlorowinylo/fosforan — otrzym any z Instytutu Chemii F i
zycznej PAN). Badania prowadzono w trzech grupach doświadczalnych 
różniących się stężeniem pestycydu. W grupie I podawano 10 м-g di- 
chlorfosu rozpuszczonego w 0,01 ml 96% etanolu/l ml medium. W g ru 
pie II zastosowano dawkę zwiększoną dwukrotnie (20 м-g w 0,01 ml 
96% etanolu/l ml medium), a w grupie III dawkę dziesięciokrotną w sto
sunku do grupy I (100 ,ug w 0,01 ml 96% etanolu/l ml medium). Ze 
względu na alkoholowy roztwór podawanego pestycydu wykonano tak 
że badania na hodowlach, którym dodawano do medium 96% etanol 
w ilości 0,01 m l/l ml medium i 0,1 m l/l  ml medium. Okres działania 
dichlorfosu i etanolu na hodowle wynosił 3 dni. Grupę kontrolną stano
wiły 3 tygodniowe hodowle prowadzone w standardowych warunkach 
równolegle do wszystkich grup doświadczalnych.

Do badań w mikroskopie świetlnym zastosowano metody histolo
giczne (Nissla — przy użyciu błękitu toluidyny i Bodiana), histochemicz- 
ne (Sudan czarny B, PAS, PAS-dimedon) oraz histoenzymatyczne (ozna
czano aktywność dehydrogenazy bursztynianowej (SDH), dehydroge
nazy glutaminowej (GDH) i dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej 
(G -6-PD ir, a także acetylocholinesterazy (AChE).

Badaniom mikroskopowo-elektronowym poddano hodowle z grupy II 
(dichlorfos w dawce 20 м-g/l ml medium) oraz z grupy kontrolnej. M a
teriał utrwalano w 1,6% roztworze aldehydu glutarowego w buforze 
fosforanowym o pH 7,4 oraz w 1% czterotlenku osmu. Utrwalone ho
dowle odwadniano w alkoholu etylowym o wzrastającym stężeniu i za
tapiano w eponie 812. Ultracienkie skrawki krojono na ultramikrotomie 
Reicherta OmU 2 i kontrastowano octanem uranylu  i cytrynianem oło
wiu. Materiał przeglądano i fotografowano w mikroskopie elektrono
wym JEM 7 A.

WYNIKI

Badania w  m ik roskop ie  ś w ie t l n y m

Podanie do hodowli 96% etanolu w obu stosowanych stężeniach (0,01 
m l/l ml medium i 0,1/1 ml medium) nie powoduje odchyleń w struk tu
rze tkanki nerwowej ani w aktywności badanych enzymów w porównaniu 
z hodowlami prowadzonymi w warunkach standardowych.
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Hodowle z grupy I z najniższą dawką dichlorfosu, w obrazach histo
logicznych i histochemicznych, nie wykazują również nieprawidłowości. 
S truk tura  komórek nerwowych i glejowych jak również osłonek mieli- 
nowych nie różni się od obrazów z hodowli kontrolnych. Podobnie nie 
obserwuje się różnicy w obrazie aktywności enzymatycznej hodowli 
z I grupy doświadczalnej i z grup kontrolnych.

Hodowle grupy II z podwójną dawką dichlorfosu nie wykazują zmian 
w barwieniach przeglądowych ani w preparatach barwionych metodą 
Bodiana i Sudanem Czarnym B. Porównanie preparatów grupy II 
i grup kontrolnych barwionych metodą PAS nie uwidacznia także istot
nych różnic w zawartości substancji PAS-dodatnich. Zarówno kon
trolne jak i doświadczalne hodowle barwione metodą PAS-dimedon 
nie wykazują obecności glikogenu.

Badanie końcowych produktów reakcji enzymatycznych wykazuje 
nieznaczne osłabienie aktywności dehydrogenazy bursztynianowej i glu
taminowej jedynie w komórkach glejowych strefy wzrostu. Odczyn na 
dehydrogenazę glukozc-6-fosforanową wydaje się zbliżony do normy. 
Najistotniejsze zmiany w tej grupie doświadczalnej dotyczą ak tyw 
ności acetylocholinesterazy. W hodowlach kontrolnych większość ko
mórek nerwowych wykazuje wysoką aktywność enzymu (rye. 1). Na
tomiast hodowle traktowane dichiorfosem wykazują wyraźne osłabie
nie jego aktywności (ryc. 2).

Największe zmiany patologiczne spostrzega się w hodowlach grupy 
III, w której zastosowano najwyższą dawkę dichlorfosu. Zmiany o cha
rakterze zwyrodnieniowym dotyczą zarówno komórek eksplantatu  jak 
i strefy wzrostu. W preparatach barwionych metodą Nissla stwierdza 
się rozluźnienie s truk tu ry  hodowli ze zmniejszeniem ilości komórek 
w polu widzenia (ryc. 3, 4). Jądra  komórek są jasne, ograniczone w y
raźną błoną, szczątkowa cytoplazma wybarwia się słabo. Komórki ne r
wowe i glejowe tracą wypustki. W barwieniu metodą PAS zawierają 
one substancje PAS-dodatnie, zlokalizowane w pobliżu jąder lub roz
proszone w podłożu hodowli. Nie wykrywa się jednak obecności ziaren 
glikogenu. Barwienie metodą Bodiana potwierdza znaczne uszkodzenie 
s truk tu ry  tkanki nerwowej w porównaniu z hodowlami kontrolnymi 
(ryc. 5, 6). Prawie wszystkie komórki są bezwypustkowe. W prepara
tach barwionych Sudanem Czarnym В nie spostrzega się włókien oto
czonych osłonkami mielinowymi, w zachowanych komórkach stw ier
dza się duże ilości ziaren sudanofilnych. Odczyn histochemiczny u jaw 
niający aktywność badanych dehydrogenaz jest wybitnie osłabiony lub 
negatywny we wszystkich prawie komórkach hodowli. Dotyczy to za
równo aktywności wszystkich dehydrogenaz jak również odczynu na
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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Rye. 1. Hodowla z grupy kontrolnej. Wysoka aktywność acetylocholinesterazy 
w komórkach nerwowych móżdżku. Pow. 400 X.

Fig. 1. Control culture. High acetylcholinesterase activity in nerve cells of ce
rebellum. X 400.

Rye. 2. Grupa II. Osłabiona aktywność acetylocholinesterazy w neuronach móżdż
ku. Pow. 400 X.

Fig. 2. Group II. Decreased acetylcholinesterase activity in cerebellar neurons.
X 400.

Rye. 3. Obraz hodowli z grupy kontrolnej w barwieniu błękitem toluidyny. Pow.
400 X.

Fig. 3. Control culture stained with toluidine blue. X 400.
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acetylocholinesterazę. Obrazy przedstawione na kolejnych rycinach 7— 12 
wykazują wyraźne różnice w aktywnościach badanych eTizymów w ho
dowlach kontrolnych i poddanych działaniu dichlorfosu.

Badania m ik ros k o p ow o-e le k t ron ow e

Dla wyjaśnienia ultrastrukturalnej lokalizacji i charakteru wczes
nych zmian powstających pod wpływem działania dichlorfosu wydawało 
się celowe przebadanie w mikroskopie elektronowym hodowli z II g ru 
py doświadczalnej nie wykazujących w mikroskopie świetlnym zmian 
strukturalnych i niewielkie stosunkowo odchylenia w aktywności ba
danych enzymów. Obserwacje mikroskopowo-elektronowe wykazały 
zmiany morfologiczne w komórkach nerwowych i glejowych, przy czym 
charakter i nasilenie nieprawidłowości były zróżnicowane w zależności 
od typu komórki.

W hodowlach poddanych działaniu dichlorfosu tylko niektóre neuro
ny wykazują zmiany w obrazie u ltrastrukturalnym . Obok obfitej szor
stkiej siatki śródplazmatycznej i dobrze rozwiniętego aparatu Golgiego 
(ryc. 13) widoczne są w cytoplazmie -liczne ciała tłiiszczowe oraz po
jedyncze uszkodzone mitochondria. Mitochondria są d ^ è ,  o jashej ma
cierzy, często pozbawione grzebieni.

Większość aksonów zarówno znajdujących się w początkowych s ta
diach mielinizacji (ryc. 14) jak i z wykształconą osłonką mielinową (ryc. 
15) wykazuje znaczne zmiany zwyrodnieniowe. Włókna osiowe często 
są pozbawione organelli, a zawierają jedynie niewielką ilość kłaczko- 
watej substancji. W aksonach o większej średnicy stwierdza się rów
nież brak organelli, a oprócz substancji kłaczkowatej jest w nich obec
ny drobnoziarnisty materiał rozproszony lub zawarty w pęcherzykach 
(ryc. 14, 15\ Koncentryczny układ blaszek mielinowych jest wyraźnie 
zaburzony. Widoczne są rozwarstwienia i znaczne porozsuwanie blaszek 
lub ogniskowe zatarcie budowy osłonek (ryc. 15).

Wśród komórek glejowych największe zmiany w obrazie u ltrastruk- 
turalnym  wykazują oligodendrocyty. W ich cytopla^friie stwierdza się 
obfite nagromadzenie ciał tłuszczowych, wyraźnie większe niż w oligo- 
dendroeytach hodowli kontrolnych (ryc. 16). Zawierają one lizosomy

Ryc. 4. Grupa III. Zmiany zwyrodnieniowe w komórkach hodowli. Nissl. Pow.
4G0X.  1‘

Fig. 4. Group III. Degenerative changes in culture cells. Nissl. X 400.
Ryc. 5. Hndowle grupy kontrolnej barwione metodą Bodiana. Pow. 200 X. 

Fig. 5. Control culture. Bodian staining. X 200.
Ryc. 6. Grupa III. Zmniejszenie ilości włókien nerwowych. Bodian. Pow. 200 X. 

Fig. 6. Group ЦІ. Decrease in number of nerve fibres. Bodian. X 200.
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Hyc. 7. Aktywność dehydrogenazy bursztynianowej w hodowli grupy kontrolnej.
Pow. 200 X.

Fig. 7. Succinate dehydrogenase activity. Control culture. X 200.
Eye. 8. Grupa III. Znaczne osłabienie aktywności dehydrogenazy bursztynianowej.

Pow. 200 X.
Fig. 8. Group III. Marked decrease of succinate dehydrogenase activity. X 200.
Rye. 9. Aktywność dehydrogenazy glutaminianowej w hodowli kontrolnej. Pow.

200 X.
Fig. 9. Glutamate dehydrogenase activity in control culture. X 200.
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Ryc. 13. Grupa II. Fragment neuronu z dobrze rozwiniętym aparatem Golgiego 
(G), z normalnie wykształconą siatką ergastoplazmatyęzną (ER). W cytoplazmie 
widoczne mitochondria (M), neurotubule (Nt), lizosomy (Li) i ciała tłuszczowe (L).

Pow. 20 000 X.
Fig. 13. Group II. Fragment of neuron with well developed Golgi apparatus (G) 
and ergastoplasmic reticulum (ER). In cytoplasm discernable mitochondria (M), 

neurotubules (Nt), lysosomes (Li) and lipid bodies (L). X 20 000.

oraz nieliczne obkurczone mitochondria, a także obfite gliotubule 
(ryc. 17). Podobne zmiany, ale o mniejszym nasileniu spostrzega się 
w komórkach astrogleju (ryc. 18).

OMÓWIENIE

Dichlorfos podany bezpośrednio do płynu odżywczego hodowli powo
duje uszkodzenia strukturalne w komórkach hodowanej tkanki ner
wowej. Stwierdzone nieprawidłowości histoenzymatyczne stanowić mo
gą wykładniki zaburzeń metabolicznych. Przedstawione wyniki wska
zują na wyraźną zależność nasilenia nieprawidłowości od stężenia insek-

Ryc. 10. Grupa III. Wyraźne osłabienie aktywności dehydrogenazy glutaminia-
nowej. Pow. 200 X.

Fig. 10. Group III. Marked decrease of glutamate dehydrogenase activity. X 200.
Ryc. 11. Aktywność dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej w  hodowli grupy

kontrolnej. Pow. 200 X.
Fig. 11. Glucose-6-phosphate dehydrogenase activity in control culture. X 200.
Ryc. 12. Grupa III. Osłabiona aktywność dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej.

Pow. 200 X.
Fig. 12. Group III. Decreased glucose-6-phosphate dehydrogenase activity. X 200.
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Rye. 14. Grupa II. Liczne uszkodzone aksony w początkowych stadiach mielini- 
zacji. Widoczne rozwarstwienie blaszek mielinowych (strzałki). W większości 
aksonów zatarta struktura aksoplazmy, w niektórych widoczne neurotubule (Nt).

Pow. 28 ООО X.
Fig. 14. Group II. Numerous damaged axons in the initial stages óf myelination. 
Separation of myelin lamellae (arrows). In most axons obliterated axoplasm struc

ture, in some neurotubules (Nt). X 28 000.

tycydu fosforoorganicznego. Dawkę dichlorfosu zastosowaną w I g ru 
pie doświadczalnej obliczono w stosunku do zawartości białka w skraw
ku tkanki nerwowej przypadającej na jedną hodowlę. Dawka ta oka
zała się niewystarczająca dla wywołania uchwytnych zmian w obra
zie morfologicznym hodowli. Przy podwójnej dawce insektycydu (gru
pa II) stwierdzono wyraźny efekt antycholinesterazowy oraz nieznacz
ne osłabienie aktywności enzymów oksydoredukcyjnych w komórkach 
glejowych. Nieprawidłowości stwierdzone w tej grupie zbliżone są do 
zmian występujących w doświadczalnym zatruciu in vivo.  Jednorazo
we podanie dichlorfosu w dawce 50% LD50 powodowało osłabienie ak ty 
wności acetylocholinesterazy w komórkach nerwowych w arstw y ziar
nistej kory móżdżku szczura (Gadamski, Szumańska 1977). Ta sama 
dawka prowadziła do uogólnionego osłabienia aktywności enzymów od
dechowych w mózgu (Szumańska, Gadamski 1977).

Hodowle z grupy III, potraktowane dawką pięciokrotnie większą 
w stosunku do grupy II, wykazują cechy bardzo znacznego uszkodzenia, 
prowadzącego do nieodwracalnych zmian zarówno komórek nerwowych 
jak  i glejowych w hodowli.
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Ryc. 15. Grupa II. Włókno osiowe pozbawione prawie całkowicie organelli, w y
pełnione niewielką ilością materiału kłaczkowatego lub drobnoziarnistego zawar
tego w  pęcherzykach (strzałka). Zaburzony koncentryczny układ blaszek mielino-

wych. Pow. 27 000 X.
Fig. 15. Group II. Axon almost completely depleted of organelles, filled with  
small amount of flake-like and microgranular material contained in vesicles 

(arrow). Disturbed concentric arrangement of myelin lamellae. X 27 000.

Rye. 16. 

Fig .  16.

Grupa II. W oligcdendrccycie obecna duża ilość ciał tłuszczowych i і і с е -  
ne małe mitochondria. Pow. 12 000 X.

Group II. Large quantities of lipid bodies and small mitochondria in  
oligodendrocyte. X 12 000.
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Rye. 17. Grupa II. Oligodendrocyt z dużą ilością gliotubuli (Gt), lizosomów (Li) 
i ciał tłuszczowych (L). Pow. 22 ООО X.

Fig. 17. Group II. Oligodendrocyte with large number of gliotubules (Gt), lyso- 
somes (Li) and lipid bodies (L). X 22 000.

ïy .’J  V ШтШ< 

*

Ryc. І8. Grupa II. Fragment niezmienionej komórki astrocytarnej z niewielką 
ilością ciał lizosomopodobnych. Pow. 22 000 X.

Fig. 18. Group II. Fragment of unaltered astrocytic cell with a few lysosome-
-like bodies. X 22 000.
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Badania mikroskopowo-elektronowe hodowli z grupy II pozwoliły na 
uwidocznienie nieprawidłowości u ltrastrukturalnych , których nie wy
kazano w obrazach z mikroskopu świetlnego. Najistotniejsze zmiany 
u ltrastrukturalne  wyrażały się uszkodzeniem aksoplazmy i osłonki mie- 
linowej oraz nagromadzeniem substancji tłuszczowych w cytoplazmie 
oligodendrocytów, a także nieprawidłowościami mitochondriów w gleju 
skąpowypustkowym. W przeciwieństwie do zmian w wypustkach, peri- 
karia komórek nerwowych wykazywały znacznie mniejsze uszkodze
nia. Podobnie w odróżnieniu od oligodendrocytów, glej gwiaździsty w y
kazywał nieznaczne zmiany patologiczne.

Zarówno w mikroskopie świetlnym jak i w mikroskopie elektrono
wym nie stwierdzono obecności złogów glikogenu w żadnym typie 
komórek hodowli, w przeciwieństwie do badań prowadzonych na zwie
rzętach doświadczalnych, u których metodami biochemicznymi i histo- 
chemicznymi wykazano przejściowe nagromadzenie wielocukru w móz
gach (Biczowa i wsp. 1975; Szumańska, Gadamski 1977). Gromadzenie 
się glikogenu w ośrodkowym układzie nerwowym  stanowi częste na
stępstwo niedotlenienia tkanki nerwowej (Mossakowski i wsp. 1968; 
Kraśnicka 1969; Kraśnicka i wsp. 1974, 1976). Pachecka i wsp. (1975). 
Sitkiewicz i wsp. (1975), Biczowa i wsp. (1975) na podstawie wyników 
badań biochemicznych przypuszczają również, że wzrost zawartości 
glikogenu w mózgach zwierząt doświadczalnych po zatruciu dichlorfo- 
sem jest skutkiem niedotlenienia wywołanego działaniem pestycydu 
na układy enzymatyczne łańcucha oddechowego mitochondriów komór
kowych mózgu. Wydaje się, że brak glikogenu w naszym m ateriale  moż
na tłumaczyć przedłużonym działaniem dichlorfosu (3 doby) na hodow
le móżdżku i przeprowadzeniem odczynów histochemicznych w okre
sie, w którym zmiany mogą być już niewykrywalne.

Uzyskane wyniki potwierdzają wcześniejsze spostrzeżenia dotyczące 
zahamowania aktywności acetylocholinesterazy i zaburzeń w ak tyw 
ności enzymów oksydoredukcyjnych w następstwie działania fosforo
organicznych insektycydów. Charakter morfologiczny zmian sugeruje 
również uszkadzające działanie dichlorfosu na s truk tury  błonowe ko
mórek. Uszkodzenie osłonek mielinowych wiązać należy zapewne z cięż
kimi zmianami w oligodendrocytach. Podobnego charakteru  nieprawi
dłowości w u ltrastrukturze komórek odpowiedzialnych za procesy mie- 
linizacji stwierdzono również w wielu innych układach doświadczal
nych, charakteryzujących się występowaniem uszkodzeń osłonek mie
linowych (Korthals i wsp. 1973; Kraśnicka i wsp. 1974, 1976; Mossa
kowski, Gajkowska 1976).
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3. Красницка, Б. Гайковска

ВЛИЯНИЕ ДИХЛОРФОСА (DDVP) НА НЕРВНУЮ ТКАНЬ, 
КУЛЬТИВИРОВАННУЮ IN VITRO 

(ИССЛЕДОВАНИЯ В СВЕТОВОМ И ЭЛЕКТРОННОМ МИКРОСКОПАХ)

Р е з ю м е

Целью работы была оценка структурных и ультраструктурных изменений 
в отдельных тканевых элементах центральной нервной системы в культуре 
ткани in vitro, являющихся следствием непосредственного воздействия дихлор
фоса. Исследования были дополнены анализом влияния пестицида на активность 
некоторых окислительновосстановительных ферментов и ацетилхолинэстеразы.

Обнаружена четкая зависимость степени нарушений от концентрации пести
цида в питательной среде. Подача дихлорфоса в количестве 20 цг на 1 мл 
среды вызывала во всех типах клеток значительное ослабление активности 
ацетилхолинэстеразы и незначительное снижение активности исследованных 
окислительно-восстановительных ферментов. Исследованные в электронном ми
кроскопе культуры этой экспериментальной группы обнаружили изменения 
в ультраструктуре, заключающиеся в повреждениях аксоплазмы и миелиновой 
оболочки.

В противоположность изменениям, наблюдаемым в отростках, в перикарионах 
нервных клеток повреждения были незначительными. В глияльных клетках 
более значительные повреждения были обнаружены в олигодендроцитах и вы
ражались скоплением жировых тел и нарушением митохондриальной струк
туры.

Культуры экспериментальной группы с дозой 100 цг/мл обнаруживали черты 
значительных повреждений, ведущих к необратимым изменениям как нервных 
клеток, так и глияльных.

Z. Kraśnicka, В. Gajkowska

EFFECT OF DICHLORVOS (DDVP) ON NERVE TISSUE CULTURED IN VITRO.
(STUDIES IN LIGHT AND ELECTRON MICROSCOPE)

S u m m a r y

The aim of the work was to evaluate the structural and ultrastructural 
changes in particular tissue elements of the central nervous system in tissue 
culture, following direct administration of Dichlorphos. In addition, the effect 
of the pesticide on the activity of some oxidoreducing enzymes and acetylcholin
esterase was analyzed.

The intensity of changes was observed to depend upon the pesticide con
centration in the medium. Administration of 20 j.ig/1 ml medium of Dichlorvos 
produced a marked decrease of the acetylcholinesterase activity and only a slight 
drop in the activity of oxidoreducing enzymes in all cell types. Electron-micro- 
scopic studies revealed ultrastructural changes consisting in the damage of 
axoplasm and myelin sheath. Contrary to changes in the processes, the perikarya 
of nerve cells showed only minor alterations. Among glial cells, oligodendrocytes
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showed more pronounced lesions consisting in accumulation of lipid substances 
and damage of mitochondria.

Cultures grown in the presence of 100 ^g/ml of Dichlorvos showed features 
of a marked damage leading to irreversible changes in both nerve and glial cells.
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STANISŁAW KRAJEWSKI

BADANIA IMMUNOMORFOLOGICZNE 
OŚRODKOWEGO UKŁADU NERWOWEGO

W PRZEW LEKŁEJ CHOROBIE POSUROWICZEJ U KRÓLIKÓW

DONIESIENIE WSTĘPNE

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

Choroby kompleksów immunologicznych, których klasycznym przy
kładem jest choroba posurowicza, są częstym schorzeniem spotyka
nym w patologii ludzkiej i zwierzęcej (Oldstone, Dixon 1971). Przyczyną 
zmian chorobowych jest deponowanie w naczyniach i otaczających je 
tkankach kompleksów antygen-przeciwciało, aktywizujących dopełnia- 
czowo-zależne mechanizmy lityczne (Cochrane, Henson 1970). Z po
wodu fizjologicznej funkcji filtracyjnej, nerka i splot naczyniówko
wy okazały się strukturam i narażonymi w pierwszej kolejności na pa
togenne działanie kompleksów. Kompleksy immunologiczne lokalizo
wano w tych tkankach w postaci ziarnistych złogów immunoglobulin 
i komponentu C3 dopełniacza (w badaniu immunofluorescencyjnym) lub 
elektronowo-gęstych tworów (w mikroskopie elektronowym), u chorych 
z toczniem układowym rumieniowatym (SLE) (Atkins i wsp. 1972), 
w autoimmunizacyjnym zapaleniu nerek w zespole Goodpasteura 
(McIntosh i wsp. 1975) oraz u zwierząt doświadczalnych w ostrej cho
robie posurowiczej (Koss i wsp. 1973) i w przewlekłych zakażeniach 
wirusowych (Lampert, Oldstone 1974; Morgan i wsp. 1977).

W przebiegu przewlekłej choroby posurowiczej dochodzi do cięż
kiego uszkodzenia nerek, przyjmującego postać przewlekłego zapalenia 
kłębuszkowego nerek typu rozplemowego, prowadzącego do wystąpie
nia zespołu mocznicowego. W związku z powyższym postanowiono wy
korzystać ten model doświadczalny do oceny uszkodzeń ośrodkowego 
układu nerwowego związanego z mocznicą.

Celem badań przedstawionych w niniejszej pracy była wstępna oce
na zmian s trukturalnych i immunomorfologicznych występujących 
w układzie nerwowym w przebiegu przewlekłej choroby posurowiczej.

http://rcin.org.pl



258 S. Krajewski Nr 2

Celowość badań wydawała się tym  bardziej uzasadniona, ponieważ 
w dostępnym piśmiennictwie nie spotkano danych dotyczących neuro- 
patologii tego doświadczalnego zespołu chorobowego.

MATERIAŁ I METODY

Trzynaście królików białych, rasy nowozelandzkiej, o wadze 2,5—3,0 
kg immunizowano codziennie (6 razy w tygodniu), iniekcjami dożylny
mi albuminy wołowej (BSA firmy BDH), zawieszonej w roztworze 
fizjologicznym soli, zbuforowanym buforem fosforanowym o pH 7,6 
(PBS), i wyjałowionej przez sączenie miliporow7e (Dixon i wsp. 1961). 
W pierwszym tygodniu wstrzykiwano codziennie 20 mg roztworu biał
ka. W każdym z kolejnych 5 tygodni dawkę dzienną podnoszono o 10 mg 
aż do osiągnięcia dawki maksymalnej wynoszącej 50 mg, którą u trzy
mywano do końca doświadczenia trwającego 13 tygodni.

Cotygodniowo pobierano próbki krwi, w których oznaczano poziom 
mocznika i krea tyniny  (w autoanalizatorze SMA 6/60 i 12/60 firmy 
Technicon) oraz miano przeciwciał przeciwko albuminie wołowej me
todą podwójnej immunodyfuzji w żelu agarowym wg metody Ouchter- 
lony (1948).

Króliki skrwawiano przez nakłucie serca i pobierano materiał do ba
dań morfologicznych i immunofluorescencyjnych. Badania obejmowały 
mózg, nerw kulszowy, nerki, śledzionę i węzeł chłonny pachowy. 
Z ośrodkowego układu nerwowego pobierano wycinki z półkul mózgu 
na wysokości jąder podstawy, splotu naczyniówkowego oraz móżdżku 
z pniem mózgu i tętnicą podstawną.

Materiał przeznaczony do badań histopatologicznych utrwalano 
w 10% formalinie, zatapiano w parafinie, a parafinowe skrawki ba r
wiono hematoksyliną i eozyną. P repara ty  z układu nerwowego bar
wiono dodatkowo wg metody Klüvera. Hematoksyliną i eozyną bar
wiono również skrawki kriostatowe lustrzane w stosunku do skraw- 
ków używanych do badań immunomorfologicznych.

Część m ateriału przeznaczoną do badań immunofluorescencyjnych 
zamrażano w eterze naftowym, oziębionym do »temperatury — 80°C 
V/ mieszaninie acetonu i suchego lodu, a następnie skrawano w  krio- 
stacie na skrawki o grubości 4 urn. Stosowanymi odczynnikami były 
globuliny surowic zwierząt immunizowanych frakcjam i posocza króli
ka: immunoglobulinami G (kozia immunosurowica f-m y Biomed), skład
nikiem C3 dopełniacza oraz włóknikiem (surowica immunizowanych 
kaczek). Globuliny kacze znakowano izotiocjanianem fluoresceiny (FITC), 
metodą dializy wg Clark’a i Shepardta (1963). Odczynnik przeciwko
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BSA otrzymywano znakując FITC roztwór globulin królika o najwyż
szym mianie przeciwciał anty-BSA.

W celu oznaczenia białek związanych z tkanką, wykonywano porów
nawczo odczyny immunologiczne na skrawkach kriostatowych, nie płu
kanych i płukanych przez okres 1 godz. w roztworze fizjologicznym soli 
(PBS) na mieszadle magnetycznym. Po wstępnej ocenie stosowano ru 
tynowo godzinne płukanie w PBS, nie utrwalonych, dokładnie wysuszo
nych skrawków kriostatowych, które następnie po utrwaleniu w aceto
nie inkubowano w komorze wilgotnej przez 30 min., z wyżej wymie
nionymi odczynnikami immunohistochemicznymi.

Jednem u z immunizowanych królików (nr 14) wstrzyknięto dożylnie 
na 3 godziny przed skrwawieniem wodny 2% roztwór błękitu Evansa 
w ilości 2 ml/kg. Po tygodniowym utrwaleniu w 10% formalinie bloki 
tkankowe skrawano na mikrotomie mrożeniowym.

Ocenę odczynów immunologicznych i umiejscowienia błękitu Evansa 
przeprowadzono w mikroskopie fluorescencyjnym ,,O rtholux” firmy 
Leitz.

Kontrolę doświadczenia stanowiły 3 króliki tej samej rasy i wieku 
nie poddane żadnym zabiegom doświadczalnym.

WYNIKI 

Dane k l in iczne

Dane kliniczne dotyczące badanych królików przedstawiono w ta
beli 1. U 11 zwierząt, w 2—3 tygodniu od rozpoczęcia doświadczenia, 
stwierdzano podwyższenie poziomu mocznika we krwi od 47,1 mg°/o 
do 299 mg% (średni poziom przed rozpoczęciem doświadczenia 39,7 
rng%) i kreatyniny  od 1,2 mg°/o do 4,7 mg% (średnio u zwierząt kontrol
nych — 0,9 mg%) oraz pojawienie się przeciwciał anty-BSA o różnych 
mianach (od 1 : 4  do 1 : 64). U dwóch królików, postępująca niewydol
ność nerek doprowadziła do śmierci w piątym tygodniu doświadcze
nia (nr 2, n r  3). Około 8 tygodnia wykładniki biochemiczne uszkodze
nia nerek (mocznik, kreatynina), jak również miano przeciwciał anty- 
-BSA, obniżały się na okres 2 tygodni, aby po 10 tygodniu ponow
nie wzrosnąć. W momencie zakończenia doświadczenia wszystkie króli
ki m iały podwyższony poziom mocznika, w tym 4 powyżej 100 mg%. 
W przeważającej liczbie przypadków kreatynina wzrastała nieznacznie 
wT trakcie trwania immunizacji; tylko w surowicy jednego królika osią
gała wartość 12,9 mg% (nr 3). Najwyższe miano przeciwciał anty-BSA 
wynosiło 1 : 256 (nr 4). Przeciwciał anty-BSA nie stwierdzono w suro
wicy królika nr 5, który nie wytworzył ich w ogóle podczas prze
prowadzanego doświadczenia.
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Tabela 1. Dane kliniczne 
Table 1. Clinical data

Nr królika 

Rabbit no

Czas immunizacji
(tyg.)*

Immunization  
duration (wk)

Mocznik (mg %) 
Urea

Kreatynina (mg %) 
Creatinine Miano końcowe

Poziom najwyższy 
w trakcie doświadczenia

The highest level during 
the experiment

Poziom przy za 
kończeniu do

świadczenia 
A t time of 

sacrifice

Poziom najwyższy  
W trakcie do

świadczenia 
The highest level 

during the e x 
periment

Poziom przy za
kończeniu do

świadczenia 
At time of  

sacrifice

przeciwciał anty- 
-BSA 

Titre of anti- 
BSA antibody 
at time of sa

crifice

1 13 102,72 102,72 1,9 1,8 1 : 64
2** 5 134,82 (3 ty  dz) 132,68 2,5 2,5 1 : 32

(3 wk)
3** 5 213,00 213,00 12,9 12,9 1 : 32

11 104,86 (5 tydz) 83,46 3,0 1,4 1 : 256
(5 wk)

5 13 77,04 (7 tydz) 52,50 1,4 1,3 brak przeciwciał
(7 wk) lack of antibody

6 13 76,90 (7 tydz) 49,22 1,6 1,1 1 : 32
(7 wk)

7 13 59,90 (7 tydz) 49,30 1,4 1,0 1 : 128
(7 wk)

8 13 143,38 143,38 2,2 2,2 1 : 128
9 13 124,12 (3 tydz) 77,04 4,7 1,2 1 : 16

(3 wk)
10 ** 11 140,30 (7 tydz) 53,50 1,6 1,1 1 : 128

(7 wk)
12*** 9 92,02 92,02 1,4 1,4 1 : 3 *2
14 13 179,76 (3 tydz) 47,08 4,1 1,3 1 : 4

(3 wk)
16*** 5 299,06 (3 tydz) 83,46 3,6 1,4 1 : 8

(3 wk)

* —  Maksymalna dawka dzienna podczas immunizacji w powyższych czasach —  50 mg BSA  
Maksimum daily dose during immunization —  50 mg BSA

** —  Króliki, które zginęły w śpiączce mocznicowej. Rabbits dead in uremic coma.
*** —  Króliki, które zginęły w szoku anafilaktycznym. Rabbits dead in anaphylactic shock.
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Obraz h is topa to log iczny

Zmiany morfologiczne w nerkach odpowiadały obrazom przewlek
łego kłębuszkowego zapalenia nerek typu rozplemowego, o różnym 
stopniu nasilenia. W kłębkach obserwowano proliferację komórek na 
błonka i śródbłonka, pogrubienie błony podstawnej włośniczek, zwłók
nienie torebki Bowmana oraz zmiany bliznowate. Często (10 królików) 
spostrzegano nacieki limfocytarne w tkance śródmiąższowej otaczającej 
kłębki (rye. 1), jak również w części rdzennej nerek (7 przypadków).

U wszystkich zwierząt w preparatach półkul mózgu i móżdżku stw ier
dzano wykładniki obrzęku mózgu, szczególnie nasilone wokół naczyń 
zawoju hipokampa (ryc. 2). Obserwowano różnego stopnia zgąbczenie 
warstw y podwyściółkowej, z rozplemem gleju podwyściółkowego i wy- 
ściółki. W jednym przypadku rozrzedzenie istoty białej móżdżku m ia
ło charakter wykształconego stanu gąbczastego (ryc. 3). W jego sąsiedz
twie stwierdzono ponadto małe ognisko martwicy.

U wszystkich zwierząt w istocie białej mózgu stwierdzono rozplem 
gleju w postaci paciorkowatych nagromadzeń oligodendrocytów wzdłuż 
przebiegu włókien nerwowych. Stwierdzono również uogólnione zwięk
szenie ilości komórek mikrogleju, niekiedy przerosłych, najw yraźniej
sze w warstwie drobinowej kory  mózgu i móżdżku. W tej ostatniej 
strukturze często spotykano tzw. krzaczki glejowe. W 2 przypadkach 
(nr 7, n r  8), w śródmózgowiu i w opuszce znaleziono grudki mikrogle- 
jowo-limfocytarne, położone w pobliżu naczyń krwionośnych (ryc. 4).

W korze mózgu i jądrach podstawy często spotykano komórki nerw o
we wykazujące cechy nieswoistych zwyrodnień oraz opustoszenia około- 
naczyniowe. Przeważały komórki o cechach tzw. schorzenia przewlekłe
go (ryc. 5). Neurony zawoju hipokampa charakteryzowały zmiany o ce
chach schorzenia ostrego i niedokrwiennego. Obserwowano ponadto 
ubytki komórek Purkinjego i ich zwyrodnienie.

W naczyniach krwionośnych występowało obrzmienie komórek śród
błonka (ryc. 2), pobudzenie i rozplem elementów ściany naczyniowej, 
a niekiedy zatarcie jej budowy. Wokół naczyń spotykano często po
jedyncze limfocyty. Tętnice podstawne były niezmienione. Opony we 
wszystkich przypadkach były pogrubiałe. Stwierdzano w  nich różnego 
stopnia nasilenie nagromadzenia komórek limfocytarnych i plazmatycz- 
nych (ryc. 5). U 3 królików nacieki oponowe były masywne (nr 7, n r  8, 
nr 14).

W splotach naczyniówkowych często spotykano limfocytarne nacieki 
umiejscowione w zrębie w pobliżu naczyń krwionośnych, których ścia
ny nosiły cechy zwłóknienia lub rozpadu. Okolicą, w której najczęściej 
obserwowano nacieki była podstawa splotu (ryc. 6). Zrąb łącznotkanko-
N e u r o p a t o l o g i a  P o l s k a  7
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Rye. 1. Królik Nr 8. Zwłóknienie torebki Bowmana. W tkance otaczającej inten
sywny naciek limfocytarny. H-E. Pow. 200 X.

Fig. 1. Rabbit no 8. Fibrosis of Bowman capsula. In surrounding tissue inten
sive lymphocytic infiltration. H-E. X 200.

Rye. 2. Królik nr 10. Zgąbczenie tkanki wokół tętniczki okolicy zakrętu hipokam- 
pa. Obrzęk śródbłonka. H-E. Pow. 400 X.

Fig. 2. Rabbit no 10. Spongy degeneration of tissue around an arteriole of the 
hippocampal gyrus region. Swollen endothelium. H-E. X 400.

Rye. 3. Królik Nr 1. Stan gąbczasty w substancji białej móżdżku. H-E. Pow. 100 X. 
Fig. 3. Rabbit no 1. Spongy state in cerebellar white matter. H-E. X 100.
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wy splotów bywał nierzadko rozluźniony, a niekiedy zwłókniały. Cy- 
toplazma komórek nabłonkowych u 5 zwierząt była obrzmiała i silnie 
zwakuolizowana. Miejscami stwierdzano ubytki nabłonka splotów.

W nerwach kulszowych stwierdzano niewielkie obrzmienie osłonek 
mielinowych oraz nacieki z komórek limfocytarnych wokół naczyń od
żywiających nerw, położonych głównie w onerwiu. W jednym przypad
ku (nr. 8) w nacieku występowały liczne komórki, plazmatyczne.

Śledziony i węzły chłonne pachowe wykazywały cechy pobudzenia 
charakterystycznego dla procesów zapalnych.

Badanie  f luo rescency jne

W kłębkach nerek, w barwieniach na obecność immunoglobuliny G, 
komponentu C3 dopełniacza i albuminy wołowej, stwierdzano różne 
ilości złogów, począwszy od niewielkich linijnych, położonych na szczy
cie pętli (nr 1, n r  6, nr 7, nr 10), do masywnych, gruboziarnistych, um iej
scowionych w śródbłonku naczyń krwionośnych i w mezangium (ryc. 7, 
8, 9). Złogi obserwowano również w tkance śródmiąższowej, gdzie to
warzyszyły naciekom zapalnym. Włóknik przepajał intensywnie tkankę 
śródmiąższową i często widoczny był w kłębkach, na ścianach torebki 
Bowmana oraz w pętlach o rysunku i lokalizacji zbliżonej do immuno
globuliny G i komponentu C3 dopełniacza.

W skrawkach pochodzących z mózgu i móżdżku, immunoglobulinę G 
stwierdzano głównie w świetle naczyń krwionośnych. W mózgach 5 kró
lików (nr 1, 3, 8, 9, 12) stwierdzono pojedyncze naczynia, w ścianach 
których umiejscowione były gruboziarniste złogi IgG. Niekiedy spoty
kano niewielkie odnaczyniowe przepojenia tkanki. Występowały one 
również w warstwie molekularnej kory, wykazując związek z naczy
niami opon. W oponowych naciekach limfocytarnych i plazmatycznych 
stwierdzano intensywną fluorescencję w barwieniu na IgG (ryc. 10). 
Składnik C3 dopełniacza oraz albumina występowały w ilościach śla
dowych w świetle naczyń krwionośnych, natomiast w kilku przypad-

Ryc. 4. Królik Nr 7. Grudka mikroglejowo-limfocytarna w pobliżu naczynia 
krwionośnego w pniu mózgu. H-E. Pow. 400 X.

Fig. 4. Rabbit no 7. Microglial-lymphocytic nodule in the vicinity of blood vessel
in brain stem. H-E. X 400.

Ryc. 5. Królik Nr 7. Obfity naciek limfocytarny w oponach. Schorzenie prze
wlekle neuronów kory. H-E. Pow. 200 X.

Fig. 5. Rabbit no 7. Abundant lymphocytic infiltration in meninges. Chronic
disease of cortical neurons. H-E. X 200.

Ryc. 6. Królik Nr 1. Naciek limfocytarny w  ścianie naczynia krwionośnego i tkan
ce śródmiąższowej nasady splotu. H-E. Pow. 200 X.

Fig. 6. Rabbit no 1. Lymphocytic infiltration in blood vessel wall and in intra-
parenchymatous tissue of the base of choroid plexus. H-E. X 200.
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Rye. 7. Królik Nr 9. Ziarniste i miejscami bryłkowate złogi IgG, zlokalizowane 
odcinkowo w ścianach pętli włośniczek i w mezangium kłębka. Pow. 400 X. 

Fig. 7. Rabbit no 9. Granular and occasionally corpuscular IgG deposits, located 
segmentally in capillary loop walls and glomerular mesangium. X 400.

Rye. 8. Królik Nr 9. Ziarniste złogi komponentu C3 dopełniacza w  kłębku nerki, 
o charakterze i lokalizacji podobnej do IgG. Pow. 400 X.

Fig. 8. Rabbit no 9. Granular deposits of C3 component of complement in renal 
glomerulus. Location similar to IgG. X 400.

Rye. 9. Królik Nr 9. Obfite ziarniste i bryłkowate złogi BSA, zlokalizowane w ścia
nach pętli włośniczek; nieliczne w mezangium. Pow. 400 X.

Fig. 9. Rabbit no 9. Abundant granular and corpuscular BSA deposits located 
in capillary loop walls; only a few in mesangium. X 400.

Rye. 10. Królik Nr 14. Naciek limfocytarno-plazmatyczny w  oponach w bar
wieniu na IgG. Pow. 200 X.

Fig. 10. Rabbit no 14. Lymphocytic-plasmatic infiltration in meninges. Staining
for TgG. X 200.
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kach (króliki nr 3, 8, 9, 10, 12' spotykano złogi w ścianie naczyń o umiej
scowieniu i charakterze podobnym do IgG (ryc. l i a ,  b, c). Analogiczne 
złogi w ścianach naczyń krwionośnych stwierdzano w barwieniu na 
włóknik, przy czym często towarzyszyły im przepojenia okolicznej 
tkanki (ryc. 12a, b).

Swoista fluorescencja badanych frakcji osocza królika w tętnicach 
podstawnych nie przekraczała granic śródbłonka. W splotach naczy
niówkowych złogi IgG, komponentu C3 dopełniacza i włóknika były 
śladowe i umiejscowione w śródbłonku naczyń, a tylko w pojedyn
czych przypadkach w zrębie (nr 3, 8, 9, 12, 16).

W ścianie naczynia położonego w nasadzie splotu, pochodzącego od 
królika n r  12, znaleziono złogi identyczne co do charakteru i umiejsco
wienia w barwieniach na IgG i komponent C3 dopełniacza (ryc. 13a, b).

W nerwach kulszowych złogi IgG, dopełniacza i włóknika obserwo
wano głównie w świetle i na śródbłonku naczyń krwionośnych. Tylko 
w jednym przypadku (nr 7) znaleziono złogi IgG i komponentu C3 do
pełniacza w śródbłonku naczynia biegnącego w pniu nerwowym (ryc. 
14a, b), a w 3 przypadkach w naczyniach onerwia (nr 8, 9, 12).

W ośrodkach rozmnażania grudek chłonnych śledziony i węzłów lim- 
fatycznych spostrzegano złogi IgG i dopełniacza, które obecne były 
również w ścianach naczyń krwionośnych tych narządów.

W narządach królików kontrolnych złogów nie stwierdzano. We 
wszystkich barwieniach śladową fluorescencję spostrzegano jedynie 
w świetle naczyń krwionośnych.

W preparatach z mózgu królika, którem u na 3 godziny przed skrwa
wieniem podano błękit Evansa, stwierdzono przechodzenie barwnika 
przez naczynia położone w różnych s trukturach  ośrodkowego układu 
nerwowego. Pozanaczyniowa obecność barwnika była najwyraźniejsza 
w zawoju hipokampa (ryc. 15).

OMÓWIENIE

W grupie immunizowanych królików znalazły się cztery, u których 
obserwowano znaczne podwyższenie poziomu mocznika i kreatyniny 
w surowicy krwi oraz wysokie miano przeciwciał anty-BSA. Dawka 
immunizacyjna BSA, wynosząca 50 mg/dzień okazała się wystarczająca 
dla uzyskania ciężkiego uszkodzenia nerek, prowadzącego w tych przy
padkach do zespołu mocznicowego. U królików z najżywszą odpowie
dzią immunologiczną, podczas podawania BSA obserwowano objawy 
rozpoczynającego się szoku anafilaktycznego, k tóry  w kilku przypad
kach doprowadził do śmierci zwierząt.
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Ryc. l ia.  Królik Nr 3. Bryłowaty złóg w ścianie naczynia tętniczego. Delikatne 
przepojenie IgG otaczaja.cej tkanki nerwowej. Pow. 400 X.

Fig. lia.  Rabbit no 3. Corpuscular deposit in arterial wall. Subtle imbibition of 
IgG of surrounding nerve tissue. X 4C0.

Ryc. l ib.  Królik Nr 3. Gruboziarniste złogi komponentu C3 dopełniacza w ścia
nie naczynia w jądrach podstawy. Pow. 4C0 X.

Fig. l ib.  Rabbit no 3. Coarse granules of deposits of C3 component of comple
ment in vessel wall in basal ganglia. X 4C0.
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U królika, u którego w ogóle nie stwierdzono przeciwciał anty-BSA 
(non responder), zmiany histopatologiczne w narządach, jak również 
ilości złogów ujawnianych we wszystkich odczynach immunomorfo- 
logicznych, były minimalne.

W badaniu immunomorfologicznym nerek u większości zwierząt 
stwierdzano zmiany charakterystyczne dla przewlekłego zapalenia kłę- 
buszkowego nerek typu rozplemowego; w pojedynczych przypadkach 
miały one cechy glomerulonephri t is  membranoproli fera t iva .  Natężenie 
zmian immunomorfologicznych wykazywało korelację ze stanem klini
cznym zwierząt oraz poziomem przeciwciał anty-BSA. Charakter zmian 
morfologicznych i immunofluorescencyjnych w nerkach, śledzionie i wę
złach chłonnych był podobny do spostrzeganych przez G erm uth’a (1953), 
Dixona i wsp. (1961) oraz Brentjensa i wsp. (1974).

Doświadczalna choroba posurowicza jest uznanym modelem odpowia
dającym kłębuszkowemu zapaleniu nerek u ludzi, które w większości

Ryc.  l i c .  Królik Nr 7. Ziarniste i linijne złogi BSA w ścianie naczynia w  ją
drach podstawy. Pow. 400 X.

Fig .  l i c .  Rabbit no 7. Granular and linear deposits of BSA in vessel wall in
basal ganglia . X 400.

Ryc. 12a. Królik Nr 3. Bryłowate złogi włóknika w  ścianie naczynia żylnego oraz 
otaczającej tkance nerwowej. Pow. 400 X.

Fig. 12a. Rabbit no 3. Corpuscular deposits of fibrin in venous wall and surroun
ding nerve tissue. X 400.

Ryc. 12b. Królik Nr 12. Gruboziarniste złogi włóknika w tętniczce. Przepojenie
włóknikiem tkanki nerwowej. Pow. 400 X. 

l i g .  12b. Rabbit no 12. Coarse granules of fibrin deposit in arteriole. Imbibition
of nerve tissue by fibrin. X 400.

Ryc.  13a. Królik Nr 12. Bryłowate złogi IgG w ścianie naczynia nasady splotu
naczyniówkowego. Pow. 400 X.

Fig. 13a. Rabbit no 12. Corpuscular IgG deposits in vessel wall of the base of
choroid plexus. X 400.

Ryc. 13b. Królik Nr 12. Złogi dopełniacza w  tym samym naczyniu o identycznym
charakterze i lokalizacji jak IgG. Pow. 400 X.

Fig.  13b. Rabbit no 12. Complement deposits in the same vessel. Type and location 
identical to IgG deposits. X 400.

Ryc.  14a. Królik Nr 7. Złogi IgG w  śródbłonku naczynia w  tkance nerwu kul-
szowego. Pow. 400 X.

F ig .  14a. Rabbit no 7. IgG deposits in endothelium of ischiatic nerve tissue vessel.
X 400.

Ryc.  14b. Królik Nr 7. Drobne złogi komponentu C3 dopełniacza w śródbłonku 
naczynia w nerwie kulszowym. Pow. 400 X.

Fig .  14b. Rabbit no 7. Fine deposits of C3 component of complement in endothelium 
of ischiatic nerve vessel. X 400.

Ryc. 15. Królik Nr 14. Intensywna, gruboziarnista i rozlana fluorescencja błękitu
Evansa w  tkance otaczającej naczynia zakrętu hipokampa. Pow. 200 X.

Fig .  15. Rabbit no 14. Intensive, coarse-granular and diffuse fluorescence of Evans
blue in a tissue surrounding vessels of hippocampal gyrus. X 200.
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przypadków rozwija się na skutek deponowania kompleksów im m u
nologicznych w kłębkach, rzadziej w wyniku bezpośredniego działania 
przeciwciał skierowanych przeciwko antygenom nerek (zespół Good- 
pasteura) (Michael i wsp. 1971). W patologii ludzkiej antygeny wcho
dzące w skład kompleksów są poznane dokładnie tylko w niektórych 
jednostkach chorobowych, np. w toczniu układowym rumieniowatym 
(Koffler i wsp. 1971), w wirusowym zapaleniu wątroby typu  В (No- 
wosławski i wsp. 1972), ostrym paciorkowcowym zapaleniu kłębków 
nerkowych (Schacht i wsp. 1976).

Ośrodkowy układ nerwowy w chorobie kompleksów immunologicz
nych może być uszkodzony na drodze dwóch podstawowych mechaniz
mów. Deponowanie w ścianie naczyń kompleksów antygen-przeciwcia- 
ło prowadzi do uszkodzenia naczyń, a następnie naczyniopochodnych 
zmian w tkance nerwowej (Cochrane, Henson 1970; Atkins i wsp. 1972). 
Drugim czynnikiem może być bezpośrednie działanie produktów tok
sycznych, .^wiązanych z postępującą niewydolnością nerek, na elemen
ty tkanki nerwowej (Simenhoff 1975, Kraśnicka 1977). Uszkodzenie 
naczyń związane z upośledzeniem mechanizmów barierowych, którego 
wykładnikiem jest przenikanie białkowych składników osocza krwi poza 
łożysko naczyniowe do mózgu, stwierdzone w badaniach immunofluore- 
scencyjnych, a także w doświadczeniach z użyciem błękitu Evansa, mo
że stanowić czynnik sprzyjający przechodzeniu tych substancji z krwi 
do tkanki.

Zmiany w obrazie morfologicznym i immunomorfologicznym, stw ier
dzone w ośrodkowym układzie nerwowym, nacieki zapalne limfocytar- 
no-plazmatyczne w oponach, splocie naczyniówkowym oraz w nerwie 
obwodowym, sugerują ich związek z ogólnym procesem immunopatolo- 
gicznym. Mechanizm patogenetyczny uszkodzeń elementów tkankowych 
ośrodkowego układu nerwowego jest trudny do jednoznacznego wyjaś
nienia. Ograniczony materiał, a w szczególności mała ilość zwierząt 
z wykształconym zespołem mocznicowym, nie pozwala na jednoznacz
ne odnoszenie uszkodzeń tkankowych do bezpośredniego działania czyn
ników toksycznych związanych z postępującą niewydolnością nerek. 
Podobieństwo uszkodzeń komórek nerwowych i glejowych oraz osło
nek mielinowych do zmian stwierdzonych przez Kraśnicką (1977) w po- 
zaustrojowej hodowli tkanki nerwowej, prowadzonej w medium z su
rowicą chorych z zespołem mocznicowym, z egzogennym mocznikiem 
i kreatyniną, implikuje jedynie patogenną rolę toksycznych substan
cji zawartych we krwi. Udział obrzęku mózgu, związanego z uszkodze
niem mechanizmów barierowych krew-mózg, w patogenezie uszkodzeń 
tkanek ośrodkowego układu nerwowego wydaje się również oczywisty.
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Przedstawiony materiał doświadczalny, ze względu na swoją szczu
płość i jednostronność nie pozwala na próbę analizy porównawczej z en- 
cefalopatią mocznicową opisywaną u ludzi. Na podkreślenie zasługuje 
jednakże podobieństwo obrazów morfologicznych stwierdzanych w m a
teriale doświadczalnym, do zmian występujących w ośrodkowym ukła
dzie nerwowym u ludzi zmarłych na mocznicę.

С. К р а е в с к и

ИММУНОМОРФОЛОГИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ ЦЕНТРАЛЬНОЙ НЕРВНЮЙ 
СИСТЕМЫ В ХРОНИЧЕСКОЙ ПОСЛЕСЫВОРОТОЧНОЙ БОЛЕЗНИ

У КРОЛИКОВ

Р е з ю м е

В течение экспериментально вызванной, хронической послесывороточной 
болезни у кроликов, повышение уровня мочевины, креатинина и антител 
анти-BSA в сыворотке крови, наблюдалось начиная со второй недели опыта. 
Изменения в почках, определяемые иммуноморфологическими методами, соот
ветствовали картине хронического клубочнового нефрита, разной степени вы
раженности.

В полушариях головного мозга и мозжечка у всех животных обнаружива
лись: отек мозга, обобщенный глеиоз, лимфоцитно-плазматические инфиль
траты в оболочках мозга и сосудистых сплетениях, а также вокруг отдельных 
измененных кровеносных сосудов. Этим изменениям в иммунофлуоресцентном 
исследовании соответствовали периваскулярные образования коллагенных во
локон, ИгГ и Эванс-блю в нервной ткани. Кроме того, в стенках отдельных 
сосудов наблюдались отложения ИгГ, компонента СЗ комплимента, коллагена, 
а также BSA.

Изменения в морфологической и иммуноморфологической картине, обнару
женные в центральной нервной системе, указывают на их связь с общим имму
нопатологическим процессом и на участие иммунологических комплексов в па
тогенетическом механизме повреждений. Работа является попыткой сравнитель
ного анализа экспериментальной модели с мочевинной энцефалопатией, описы
ваемой у людей.

S. Krajewski

IMMUNOMORPHOLOGIC STUDIES ON THE CENTRAL NERVOUS SYSTEM 
IN CHRONIC SERUM SICKNESS IN RABBITS

S u m m a r y

The aim of the study was to compare uremic encephalopathy observed in
human material and induced in experiment.

In the course of the experimental chronic serum sickness, increasing levels of
urea, creatinine and antibodies anti-BSA were observed from the second week
of the experiment. On immunomorphological examination typical proliferative
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changes of chronic glomerulonephritis were visible. All animals showed generalized 
gliosis, perivascular and interstitial edema and severe infiltration of vessels in 
cerebral and cerebellar hemispheres. Extensive inflammatory reaction was also 
present in the meninges and choroid plexus. In immunofluorescent examination it 
corresponded to perivascular imbibition of the nervous tissue with IgG, fibrin 
and Evans Blue. Besides, deposits of IgG, C3 component of the complement, fibrin 
and BSA were present in the walls of individual vessels, having the same cha
racter and localization in all of these reactions.

Morphological and immunological changes in the central nervous system suggest 
the brain tissue damage by the immune complexes occurring in generalized immu- 
nopathological process.
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HALINA WETNRAUDER, STANISŁAW KRAJEWSKI

IMMUNOFLUORESCENCYJNA LOKALIZACJA 
NARZĄDOWO-SWOISTYCH ANTYGENÓW W MÓZGU 

PRZY UŻYCIU SUROWIC HOMO- I HETEROLOGICZNYCH *)

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

Znaczne zainteresowanie perspektywami zastosowania swoistych an ty 
genów układu nerwowego w badaniach neurobiologieznych, doprowadzi
ło w ostatnich latach do scharakteryzowania pewnej liczby swoistych 
antygenów glejowych i neuronalnych (Moore 1965, Warecka 1970, Eng 
i wsp. 1971, van Nieuw Amerongen i wsp. 1972, Weinrauder, Lach 1975, 
1977, Lach, Weinrauder 1978). Niemal wszystkie z nich odznaczają się 
brakiem swoistości gatunkowej — w mózgach wielu gatunków zwie
rzą t i człowieka antygeny te występują w formach immunologicznie 
identycznych lub wykazujących częściową identyczność. W poprzed
nich badaniach (Weinrauder, Lach 1976) stwierdzono, że jeden ze swoi
stych antygenów glejowych mózgu szczura charakteryzuje się podwój
ną swoistością — narządową i gatunkową. Drugi ze swoistych antyge
nów występował w mózgu szeregu gatunków. Stosowane do badania su
rowice odpornościowe przeciwko mózgom małp reagowały bardzo silnie 
z antygenem homologicznym oraz z antygenem z mózgu ludzkiego 
(Weinrauder 1978), natomiast reakcje z mózgami innych gatunków, 
V/ tym także i szczura, były znacznie słabsze. Nie dotyczyło to jednak 
odczynu immunofluorescencji na mózgu szczura, którego intensywność 
była tylko niewiele słabsza niż odczyn na mózgu ludzkim. Postanowio
no zatem przeprowadzić badania lokalizacji antygenów mózgowych przy 
użyciu swoistych, homo- i heterologicznych surowic, krzyżowo absorbo
wanych mózgami obcogatunkowymi.

MATERIAŁ I METODY

S u r o w i c e  o d p o r n o ś c i o w e .  Do badań użyto 4 królicze su
rowice odpornościowe: 1) surowica przeciwko homogenatowi mózgu

*) Część pracy przedstawiono na IV Konferencji Stowarzyszenia Neuropatolo- 
gów Polskich, Poznań 1978.
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szczura (uodpornianie domięśniowe z IFA *), 2) surowica przeciwko wy
ciągowi z mózgu szczura (uodpornianie domięśniowe z IFA i CFA oraz 
dożylne), 3) surowica przeciwko mózgowi pawiana (uodpornianie do
mięśniowe z IFA), 4) surowica przeciwko homogenatowi mózgu małpy 
Cercopithecus etiops (uodpornianie domięśniowe z IFA).

A b s o r p c j e  s u r o w i c :  Surowice odpornościowe absorbowano 
surowicą normalną oraz homogenatami narządów (wątroba, nerka, śle
dziona) szczura i małpy oraz liofilizowanym wyciągiem z mózgu ludz
kiego. Ilość antygenu niezbędną do absorpcji ustalano każdorazowo do
świadczalnie. Absorpcje przeprowadzano przez 1 godz. w temp. 37°C 
oraz przez noc w temp. 4°, powtarzając je aż do całkowitego wyabsor- 
bowania niepożądanych przeciwciał. Skuteczność absorpcji kontrolo
wano w odczynie immunodyfuzji (ID) oraz w odczynie immunofluore- 
scencji (IF) na skrawkach z narządów używanych do absorpcji i po
wtarzano aż do całkowitego zahamowania obu odczynów.

O d c z y n  i m m u n o d y f u z j i .  Odczyn podwójnej dyfuzji wg me
tody Ouchterlony wykonywano w 1% żelu agarowym (agar Noble, 
Difco). Szczegóły metody opisano poprzednio (Weinrauder 1969).

O d c z y n  i m m u n o f l u o r e s c e n c j i .  Zastosowano pośrednią 
metodę immunofluorescencji. Badania przeprowadzono na mózgu do
rosłego szczura oraz na mózgu ludzkim, pobranym 12 godz. po śmierci, 
od chorego zmarłego na mocznicę. Tkanki zamrażano w eterze nafto
wym, oziębionym do —80°C w mieszaninie suchego lodu z acetonem. 
Z zamrożonych bloków tkankowych wykonywano skrawki kriostato- 
we o grubości 4 ц, które dokładnie suszono i u trwalano w zimnym 
acetonie. Jako pierwszą warstwę stosowano surowice odpornościowe, 
odpowiednio wyabsorbowane i rozcieńczone PBS. Każdą z surowic uży
wano w trzech rozcieńczeniach; optymalne wynosiło 1 : 30. Skrawki 
z nakroploną surowicą odpornościową inkubowano w komorze wilgot
nej, 45 min. w tem peraturze pokojowej. Po płukaniu w trzech zmia
nach ciepłego PBS (3X10 min.), nakraplano drugą warstwę, którą sta
nowiły globuliny kozie przeciwko gamma globulinom króliczym, zna
kowane izotiocjanianem fluoresceiny (Biomed, Warszawa), absorbowa
ne polimerem z ludzkich gamma globulin i pudrem acetonowym z wą
trób mysich. Czas inkubacji 30 min., rozcieńczenie optymalne 1 : 10, 
warunki inkubacji jak przy pierwszej warstwie. Ocenę preparatów 
przeprowadzano w mikroskopie Orthoplan f-my Leitz. Fotografowano 
na filmie barw nym  Agfa.

*) Skróty używane w pracy: IFA — niekompletny adjuwant Freunda; CFA — 
kompletny adjuwant Freunda; ID — odczyn immunodyfuzji; IF — odczyn immu
nofluorescencji; PBS — zbuforowany roztwór soli fizjologicznej.
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K o n t r o l e  s w o i s t o ś c i  IF.

1. Zastosowanie jako pierwszej w arstw y normalnej surowicy króli
czej lub PBS.

2. Negatywne odczyny na skrawkach z narządów użytych do absorp
cji surowic odpornościowych.

3. Zahamowanie odczynu po absorpcji surowic odpornościowych 
antygenem mózgowym.

WYNIKI

Odczyn  im m u n o d y ju z j i

W reakcji z surowicą przeciwko mózgowi szczura absorbowaną ho- 
mogenatami narządów i normalną surowicą były widoczne dwie linie 
antygenów swoistych dla mózgu. Po absorpcji surowicy mózgiem ludz
kim otrzymywano w reakcji jedno pasmo precypitatu odpowiadające 
antygenowi o podwójnej swoistości — narządowej i gatunkowej (rye. 1). 
Absorpcja antygenem z mózgu ludzkiego usuwała z surowicy także 
przeciwciała skierowane przeciwko mózgowi pawiana i małpy Cerco- 
pithecus (ryc. 2). Surowica przeciwko mózgowi tej małpy reagowała 
z antygenem z mózgu szczura (ryc. 3), natomiast jej wyabsorbowanie 
antygenem z mózgu ludzkiego powodowało zahamowanie reakcji ID 
z mózgami wszystkich badanych gatunków (człowiek, małpa, szczur).

Odczyn  im m unofluorescencj i

Surowice odpornościowe przeciwko wyciągowi oraz przeciwko peł
nemu homogenatowi mózgu szczura, wyabsorbowane surowicą normal
ną i homogenatami narządów, nie różniły się jeśli chodzi o lokalizację 
i intensywność odczynu IF. Wyabsorbowana surowica przeciwko móz
gowi pawiana dawała również silny, dodatni odczyn w neuropilu, na 
skrawkach ze wszystkich badanych okolic zarówno mózgu szczura jak 
i mózgu ludzkiego.

Odczyn IF z surowicą an ty  mózg szczura na skrawkach z mózgu szczu
ra przedstawiono na rycinach 4—8. W korze mózgu i jądrach podsta
wy obserwowano intensywne świecenie neuropilu oraz szczególnie 
wyraźnie zaznaczoną fluorescencję występującą w postaci pierścieni 
otaczających ciemne jądra komórek, które na podstawie ich umiejsco
wienia i charakteru  można było uznać za oligodendrocyty. Neurony 
kory były zawsze negatywne (ryc. 4). Ujemna reakcja neuronów i sil
ne świecenie neuropilu było szczególnie wyraźnie widoczne na skraw-
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Rye. 1. Odczyn ID z surowicą odpornościową przeciwko mózgowi szczura absor
bowaną surowicą normalną, homogenatami narządów szczura i liofilizowanym w y
ciągiem z mózgu ludzkiego. 1. Mózg szczura, 2. Wątroba szczura, 3. Nerka szczura,
4. Surowica szczura, 5. Mózg ludzki, 6. Nerw kulszowy szczura. Środek — suro

wica odpornościowa.
Fig. 1. ID test with rat brain antiserum absorbed with normal serum, rat organ 
homogenates, and lyophilized extract of the human brain. 1. Rat brain, 2. Rat 
liver, 3. Rat kidney, 4. Rat serum, 5. Human brain, 6 Rat ischiatic nerve. Center:

immune serum.
Rye. 2. Odczyn ID z surowicą odpornościową przeciwko mózgowi szczura, absor
bowaną jak wyżej. 1. Mózg pawiana, 2. Mózg szczura, 3. i 6. Mózg małpy Cerco- 

pithecus, 4. Mózg ludzki, 5. Mózg szczura. Środek — surowica odpornościowa. 
F ig .  2. ID test with rat brain antiserum absorbed as in Fig. 1. 1. Baboon brain,
2. Rat brain, 3. and 6. Brain of Cercopithecus monkey, 4. Human brain, 5. Rat

brain. Center: immune serum.
Rye. 3. Odczyn ID z nieabsorbowaną surowicą przeciwko mózgowi małpy Cerco
pithecus. 1. Mózg szczura, 2. Nerka szczura, 3. Wątroba szczura, 4. Surowica 
małpy, 5. Wątroba małpy, 6. Mózg małpy. Środek — surowica odpornościowa. 
Fig. 3. ID test with nonabsorbed Cercopithecus monkey brain antiserum. 1. Rat 
brain, 2. Rat kidney, 3. Rat liver, 4. Monkey serum, 5. Monkey liver, 6. Monkey

brain. Center: immune serum.
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kach z półkul móżdżku oraz mostu (ryc. 5, 6, 7). W formacjach białych 
była widoczna ujemna reakcja wypustek nerwowych. Było to widocz
ne zarówno na poprzecznych (ryc. 5), jak i na podłużnych przekrojach 
włókien (ryc. 8). Surowice te dawały również dodatnią, podobnie um iej
scowioną reakcję na skrawkach z mózgu ludzkiego (jądra podstawy, 
móżdżek, pień).

Surowica przeciwko mózgowi szczura, wyabsorbowana dodatkowo 
mózgiem ludzkim, dawała na skrawkach z mózgu szczura odczyn im- 
munofluorescencyjny zlokalizowany tak samo jak w przypadku suro
wicy nieabsorbowanej. Różnice dotyczyły jedynie stopnia intensywno
ści świecenia — było ono nieco słabsze. W jądrach podstawy było wi
doczne wyraźne świecenie neuropilu (ryc. 9). W móżdżku obserwowano 
swoistą fluorescencję nieco słabszą, ale o tej samej lokalizacji i charak
terze (ryc. 10). Reakcja na mózgu ludzkim była zahamowana (ryc. 11).

Surowica przeciwko mózgowi pawiana absorbowana surowicą i na
rządami małpy oraz homogenatem nerki szczura dawała dodatni, 
swoisty odczyn zarówno na skrawkach mózgu szczura jak i mózgu 
ludzkiego. Charakter świecenia i jego lokalizacja w neuropilu, z w y
raźnie negatywnymi neuronami, były bardzo podobne do reakcji, w któ
rych stosowano surowicę przeciwko mózgowi szczura. Obraz fluores- 
cencji na móżdżku szczura przedstawiono na rycinie 12. Absorpcja su
rowicy mózgiem ludzkim powodowała całkowite zahamowanie odczy
nu na skrawkach z mózgu szczura i człowieka (ryc. 13).

Wszystkie zastosowane odczyny kontrolne były całkowicie ujemne, 
co świadczy o swoistości dodatniej fluorescencji. Rycina 14 przedsta
wia jeden z odczynów kontrolnych na móżdżku szczura, z normalną 
surowicą króliczą zamiast surowicy odpornościowej.

OMÓWIENIE

Zastosowane w badaniach surowice przeciwko mózgowi szczura, oraz 
dwu gatunków małp, zawierają przeciwciała skierowane przeciwko 
antygenom mózgowym o swoistości narządowej i prawdopodobnie gle
jowej lokalizacji. Surowice te reagują z antygenami z mózgu szeregu 
gatunków w odczynie ID i dają dodatnią reakcję IF na mózgu ludz
kim. Uzyskane wyniki wskazują na występowanie w mózgu badanych 
gatunków przynajmniej jednego, wspólnego antygenu narządowo swoi
stego.

Po wyabsorbowaniu surowicy anty mózg szczura heterologicznym 
mózgiem ludzkim nie otrzymano dodatniej reakcji IF na jego skraw 
kach. Wygaszenie fluorescencji świadczyło o zahamowaniu odczynu 
spowodowanym całkowitym wyabsorbowaniem przeciwciał narządowo
N e u r o p a t o lo g ia  P o l s k a  — 8
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Ryc. 4. Odczyn IF. Surowica przeciwko mózgowi szczura absorbowana surowicą 
normalną i narządami szczura. Skrawek z kory mózgu szczura. Silna reakcja 
dodatnia w  neuropilu oraz w cytoplazmie oligodendrocytów (strzałki). Negatyw

ne neumny. Pow. 250 X.
Fig. 4. IF test with rat brain antiserum absorbed with rat normal serum and 
organs. Section of the rat cerebral cortex. Strong positive reaction in the neuropil 

and in the oligodendrocyte cytoplasm (arrows). Neurons negative. X 250.

Bye. 5. Odczyn IF. Surowica jak na ryc. 4. Móżdżek szczura. Silne świecenie 
neuropilu. Negatywna reakcja komórek ziarnistych i komórek Purkinjego kory 
móżdżku oraz poprzecznie i podłużnie przeciętych włókien nerwowych. Pow. 60 X. 
F ig .  5. IF test with serum same as in Fig. 4. The rat cerebellum. Brilliant fluo
rescence of the neuropil. The reaction negative in the granular cells and Purkinje 
cells of the cerebellar cortex, and in the nervous fibers cut longitudinally or

transversally. X 60.
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swoistych, pozbawionych swoistości gatunkowej. Natomiast reakcja
na mózgu szczura była zachowana. Wskazuje to na występowanie
w mózgu szczura antygenu o podwójnej swoistości, narządowej i ga
tunkowej. Na taką możliwość wskazywały wyniki uzyskane uprzed
nio w odczynie ID. Lokalizacja antygenu o podwójnej swoistości nie 
różni się od lokalizacji antygenu narządowego wspólnego dla kilku 
gatunków. Podobnie jak poprzednio (Weinrauder, Lach 1975, 1977),
tak i obecnie stwierdzono występowanie tego antygenu we wszystkich 
badanych okolicach mózgu szczura i człowieka. Podobna była również 
lokalizacja komórkowa i charakter fluorescencji.

Na istnienie w układzie nerwowym antygenów o swoistości narzą- 
dowo-gatunkowej zwróciły po raz pierwszy uwagę MacPherson i Lia- 
kopoulou (1966). W dalszych badaniach stwierdzono występowanie 
dwóch takich antygenów w mózgu bydła (Hatcher, MacPherson 1970) 
oraz trzech w mózgu szczura (MacPherson, Liakopoulou 1970). Anty
geny mózgu szczura nie cechowały się swoistością regionalną — w y
stępowały w nowej korze, w zakręcie hipokampa, móżdżku, rdzeniu 
i nerwie kulszowym. Pojawiały się one w różnych okresach rozwoju 
osobniczego i różniły zawartością w mózgu. Badania te były prowa
dzone jedynie przy użyciu metod immunochemicznych i dlatego po
równanie naszych wyników uzyskanych przy pomocy metody immu- 
nohistochemicznej jest trudne. Prac, których przedmiotem byłaby loka
lizacja tkankowa antygenów o „podwójnej swoistości”, w dostępnym 
piśmiennictwie nie znaleziono. Uzyskane przez nas wyniki wskazują
ce, że antygen ten jest zlokalizowany podobnie jak antygen mózgowy 
nieswoisty gatunkowo, są pierwszymi danymi tego rodzaju.

Zbliżone badania podjęli w swojej pracy Delpech i wsp. (1976). Auto
rzy ci, stosując surowice przeciwko mózgowi ludzkiemu stwierdzili, że 
w odczynach immunochemicznych reagują one tylko z antygenem 
z mózgu naczelnych. Jedynie pośrednio, na podstawie krzyżowych 
absorpcji surowic, można było wnosić o występowaniu tego antygenu 
w mózgu szczura. Antygen ujawnił się natomiast w odczynie IF na 
mózgu gryzoni (szczur, mysz), a charakter świecenia i jego lokalizacja 
były identyczne jak w mózgu pawiana. Na podstawie uzyskanych obra
zów autorzy ci sugerują oligodendroglejową lokalizację antygenu. Na
leży sądzić, że chodzi tu o antygen narządowo-sweisty, gatunkowo-nie-

Ryc. 6. Odczyn IF. Surowica jak na ryc. 4. Móżdżek szczura w większym powięk
szeniu. Negatywne komórki Purkinjego i małe neurony warstwy ziarnistej. Pow.

250 X.
Fig. 6. Higher magnification of IF test of Fig. 4. Purkinje cells and small neurons 

of the granular layer negative. X 250.
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Ryc. 7. Odczyn IF. Surowica jak na ryc. 4. Mózg szczura. Przekrój poprzeczny 
przez część podstawną mostu. W centrum zdjęcia negatywny neuron ruchowy

(strzałka). Pnw. 250 X.
Fig. 7. IF test with serum same as in Fig. 4. Rat brain cross section of the basal 

part of the pons. Negative motor npuron in the center (arrow). X 250.

Ryc. 8. Odczyn IF. Surowica przeciwko homogenatowi mózgu szczura. Jądro ru
chowe mostu szczura. Negatywne perikaria komórek nerwowych oraz podłużne 

przekroje wypustek. Pow. 250 X.

Fig. 8. IF test with rat brain homogenate antiserum. Rat motor nucleus of the 
pons. Negative perikaryons of the nerve cells and longitudinal sections of the

processes. X 250.
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Ryc. 10. Odczyn IF. Surowica jak na ryc. 9. Móżdżek szczura. Reakcja o takiej
samej lokalizacji jak na ryc. 5, intensywność świecenia nieco słabsza. Pow. 130 X.
Fig. 10. IF test rat cerebellum. Antiserum as in Fig. 9. The reaction localized

as in Fig. 5, but less intense. X 130.

Ryc. 11. Odczyn IF. Surowica jak na ryc. 9. Móżdżek ludzki. Zahamowanie reakcji 
immunofluorescencyjnej widoczne nieswoiste świecenie ziaren lipofuscyny. Pow.

130 X.
Fig. 11. IF test human cerebellum. Antiserum as in Fig. 9. Inhibition of the 
immunofluorescence reaction. Unspecific fluorescence of the lipofuscin granules.

X 130.

swoisty, zbliżony do tego, którego występowanie stwierdziliśmy w móz
gu człowieka, pawiana i małpy Cercopithecus. Antygen ten jest p raw 
dopodobnie identyczny z antygenem narządowym mózgu szczura. Jego 
stężenie w mózgu tego gatunku jest stosunkowo niskie (MacPherson,

Ryc. 9. Odczyn IF. Surowica przeciwko mózgowi szczura absorbowana suro
wicą normalną i nerką szczura oraz mózgiem ludzkim. Okolica okołokomorowa 
jąder podstawy mózgu szczura. Dodatnia reakcja w tkance mózgu, wyściółka 

i splot naczyniówkowy negatywne. Pow. 60 X.
Fig. 9. IF test with rat brain antiserum absorbed with rat normal serum, rat 
kidney and human brain. Periventricular region of the basal ganglia of the 
rat brain. Positive reaction in the brain cells, the ependyma and the choroid

plexus negative. X 60.
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Ryc. 12. Odczyn IF. Surowica przeciwko mózgowi pawiana absorbowana surowicą 
normalną i wątrobą małpy Cercopithecus, oraz nerką szczura. Móżdżek szczura. 
Silne świecenie neuropilu, negatywne małe neurony warstwy ziarnistej i komórki 

Purkinjego oraz wyraźnie widoczne opony wraz z naczyniami. Pow. 130 X.
Fig. 12. IF test with baboon brain antiserum absorbed with normal monkey serum, 
monkey liver, and rat kidney. Rat cerebellum. Brilliant fluorescence of the neu
ropil. Purkinje cells, small neurons of the granular layer and clearly visible 

meninges with blood vessels all negative. X 130.

Ryc. 13. Odczyn IF. Surowica przeciwko mózgowi pawiana absorbowana dodat
kowo mózgiem ludzkim. Móżdżek szczura. Zahamowanie reakcji immunofluorescen- 

cyjnej. Nieswoiste świecenie nielicznych ziaren lipofuscyny. Pow. 130 X.
Fig. 13. IF test with baboon brain antiserum additionally absorbed with human 
brain. Rat cerebellum. Inhibition of the reaction, unspecific fluorescence of scarce

lipofuscin granules. X 130.

Liakopoulou 1966) co może być przyczyną trudności w uzyskiwaniu 
dodatnich wyników ID.

Większość izolowanych dotychczas antygenów układu nerwowego ce
chuje występowanie u licznych, często bardzo odległych od siebie ga
tunków zwierząt. Sądzi się, że antygeny te mogą pełnić funkcje bar
dziej uniwersalne, ze względu na ich „konserwatywne” zachowanie się 
w  przebiegu ewolucji. Funkcje antygenów o swoistości ograniczonej do 
jednego gatunku są nieznane, a same antygeny poznane w stopniu nie-
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Ryc. 14. Kontrola swoistości odczynu IF. Móżdżek szczura. Surowica odpornościo
wa zastąpiona normalną surowicą króliczą. Całkowite zahamowanie odczynu. 
Fig. 14. Specificity control of IF test. Rat cerebellum, immune serum replaced 

by normal rabbit serum. Complete inhibition of the reaction.

wielkim. Antygeny o podwójnej swoistości stwierdzono dotychczas ty l
ko w mózgu szczura i bydła, ale można się spodziewać ich występo
wania także w układzie nerwowym innych gatunków. Zasługują one 
niewątpliwie na bliższe zainteresowanie, gdyż funkcja białka o „podwój
nej swoistości” może być łatwiejsza do ustalenia, a jego funkcje 
w aktywności układu nerwowego bardziej kluczowe.

Autorzy dziękują dr Tomaszowi Michalakowi z Zakładu Immunopatologii 
PZH za koleżeńską pomoc w opracowaniu materiału tkankowego.

Г. Вейнраудер, С. Краевски

ИММУНОФЛУОРЕСЦЕНТНАЯ ЛОКАЛИЗАЦИЯ ОРГАНО-СПЕЦИФИЧЕСКИХ 
АНТИГЕНОВ В МОЗГЕ ПРИ ИСПОЛЬЗОВАНИИ ГОМО- 

И ГЕТЕРОЛОГИЧЕСКИХ СЫВОРОТОК

Р е з ю м е

Используя сыворотки против мозгу крысы и обьезян провели исследования 
локализации специфических антигенов в мозге крысы и человека посред
ством непрямого метода иммунофлуоресценции. Эти сыворотки, абсорбирован
ные нормальной сывороткой и гомогенатами органов, давали сильные специ
фические реакции на срезах из обоих мозгов. После абсорбции сыворотки 
против мозгу крысы через человеческий мозг положительная реакция наблю
далась только на мозге крысы. Как результаты реакции иммунодиффузии так 
и иммунофлуоресценции указывают на наличие в мозге крысы антигена с двой
ной специфичностью — органно-видовой. Локализация этого антигена идентична 
с локализацией органного антигена, не обладающего видовой специфичностью.

Положительные реакции обнаруживались в нейропиле и цитоплазме глиаль
ных клеток (по всей вероятности олигодендроцитов), в то время когда нейроны 
всегда были отрицательны.
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H. Weinrauder, S. Krajewski

LOCALIZATION OF ORGAN-SPECIFIC BRAIN ANTIGENS 
WITH HOMO- AND HETEROLOGOUS ANTISERA 

BY IMMUNOFLUORESCENCE TECHNIQUE

S u m m a r y

The localization of rat and human brain-specific antigens was st«' es with 
the indirect immunofluorescence method using antisera against rat and monkey 
brain. Sera absorbed with normal serum and organ homogenates gave strong 
reactions in brain slices of both species. After absorption of anti rat brain serum 
with human brain, positive reaction was observed with rat brain only. The re
sults of both the immunodiffusion and immunofluorescence reaction are indica
tive of the occurrence in rat brain of an antigen with both organ- and species- 
-specifieity. The localization of this antigen is identical to that of the species- 
-nonspecific antigen. Positive reactions were found in the neuropil and cyto
plasm of glial cells, while neurons were as a rule negativei.
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WOJCIECH HILGIER, MIROSŁAW J. MOSSAKOWSKI

AKTYWNOŚĆ 1-GLUTAMINO-AMIDOHYDROLAZY 
W MÓZGU SZCZURÓW 

W DOŚWIADCZALNEJ ENCEFALOPATII WĄTROBOWEJ

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

W piśmiennictwie neurologicznym i neuropatologicznym od dawna 
zwracano uwagę na rolę patogenetyczną amoniaku w zespole encefa
lopatii wątrobowej, stanowiącej następstwo nieswoistych uszkodzeń wą
troby (Adams, Foley 1953, McDermott, Adams 1954, Bessman, Bessman 
1955). Poglądy oparte na analizie klinicznych przypadków śpiączki 
wątrobowej znalazły swoje późniejsze potwierdzenie w badaniach do
świadczalnych z wytwarzaniem przetoki między żyłą wrotną i żyłą 
główną dolną (Kyu, Cavanagh 1970, Cavanagh, Kyu 1971). Hyperamo- 
nemia stanowiąca następstwo zespolenia żylnego współprzebiegała 
z charakterystycznym zespołem nieprawidłowości tkankowych spoty
kanych w klinicznych przypadkach encefalopatii wątrobowej. Podo
bieństwo morfologiczne uszkodzeń mózgu w encefalopatii wątrobowej 
i w chorobie Wilsona zwróciło uwagę na możliwą patogenetyczną rolę 
miedzi w kształtowaniu zespołu encefalopatii wątrobowej. Wzrost po
ziomu miedzi w mózgu stwierdzono w przypadkach ostrej encefalo
patii wątrobowej u ludzi (Śmiałek, Mossakowski 1974) oraz w encefa
lopatii wrotno-układowej (Wender, Kozik 1973), a ponadto w doświad
czalnej encefalopatii wątrobowej u szczurów, stanowiącej następstwo 
marskości w ątroby wywołanej czterochlorkiem węgla (Hilgier, Lipska 
1979). W oparciu o całokształt spostrzeżeń uzyskanych w badaniach na 
pozaustrojowej hodowli tkanki nerwowej (Mossakowski i wsp. 1970a, 
1975, 1977a, Renkawek i wsp. 1973) wysunięto przypuszczenie, że w pa
togenezie encefalopatii wątrobowej podstawową rolę odgrywa upośle
dzenie detoksykacji amoniaku w mózgu, związane z względnym lub 
bezwzględnym niedoborem a-ketoglutaranu w ośrodkowym układzie 
nerwowym. Patogenetyczna rola miedzi polegałaby na upośledzeniu pro

http://rcin.org.pl



288 W. Hilgier, M. J. Mossakowski Nr 2

dukcji endogennego a-ketoglutaranu w następstwie zaburzenia m eta
bolizmu komórkowego w cyklu kwasów trójkarboksylowych.

W związku z powyższym wydawało się celowe określenie ak tyw 
ności 1-glutamino-amidohydrolazy (stanowiącej pośredni wykładnik po
ziomu amoniaku) w mózgu oraz stężenia amoniaku w surowicy krwi 
u szczurów z doświadczalną encefalopatią wątrobową.

MATERIAŁ I METODY

Badania przeprowadzono na 34 szczurach rasy Wistar, samcach. 
U 19 szczurów marskość wątroby wywoływano przez podskórne w strzy
kiwanie, co drugi dzień, roztworu czterochlorku węgla w płynnej pa
rafinie w dawce 0,1 ml na 100 g ciężaru ciała, wg metody opisanej 
przez Georgijewa i wsp. (1968). Zwierzęta kontrolne w liczbie 14 otrzy
mywały podskórne iniekcje płynnej parafiny w objętości identycznej 
w przeliczeniu na ciężar ciała, jak zwierzęta doświadczalne.

Zwierzęta zabijano przez dekapitację bez stosowania narkozy, w gru
pach po upływie 2, 4 i 6 miesięcy od rozpoczęcia doświadczenia. W chwili 
zakończenia doświadczenia, niezależnie od okresu jego trwania, wiek 
zwierząt wynosił 8 miesięcy. Do badań pobierano mózgi oraz surowi
cę krwi. Poziom amoniaku w homogenatach mózgu oznaczano pośred
nio poprzez pomiar aktywności glutaminazy (EC 3.5.1.2-a-glutami- 
no-amidohydrolaza) i wyrażano w mM  NH3/mg biakła/godz. (Mardaszew 
i wsp. 1967, Tweit i wsp. 1970). Mieszanina inkubacyjna w objętości 
1 ml zawierała 20 mM glutaminy, 50 mM Na2H P 0 4, 0,2 mM EDTA 
(pH 8,0) i około 1 mg białka. Inkubację przeprowadzano w tem pera
turze 37°C przez okres 30 minut. Reakcję przerywano przez dodanie 
0,5 ml 10% kwasu trójchlorooctowego oziębionego do temp. około +4°C. 
Próby wirowano przez 10 min przy 4.000 obr./min. Następnie zbiera
no po 0,25 ml nadsączu, dodawano 4,75 ml wody i 0,5 ml odczynnika 
Nesslera. Wolny amoniak oznaczano przy użyciu fotokolorymetru Spe- 
kol, przy długości fali 420 nm.

Poziom amoniaku w surowicy krwi określano przy użyciu standardo
wych testów ,,Blood Ammonia Test” f-my Hyland. Zawartość białka 
w homogenatach mózgu oznaczano wg metody Low ry’ego i wsp. (1951).

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

WYNIKI

Aktywność 1-glutamino-amidohydrolazy w mózgach zwierząt kon
trolnych i doświadczalnych, ze wszystkich grup doświadczalnych przed
stawiono w tabeli 1.
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Tabela 1. Aktywność glutam inazy w  //molach N H 3/mg białka^jodz.___
Table 1. Activity  of glutamine-amidohydrolase //mol/ N H 3/mg protein/h

Czas zatrucia 
Intoxication time

Kontrola 
Control animals 

x ± S E M  (n)

Zwierzęta doświadczalne 
Experimental animals 
x ± S E M  (n)

p

2 miesiące 2 ,26± 0 ,04  (4) 2,38 ±0 ,0 9 ( 4 ) > 0 , 0 1

months
4 miesiące 2,81 ± 0 ,2 3  (5) 4 ,0 2 ± 0 ,2 6 ( 6 ) < 0 , 0 1

months
6 miesięcy  

months
2 ,96±0 ,18  (5) 5 ,94± 0 ,13 ( 7 ) < 0 , 0 1

x iS E M  —  średnia arytmetyczna ±  średni błąd średniej
arithmetic mean ±  standard error of the mean 

n —  liczba zwierząt
number of animals 

p —  prawdopodobieństwo 
probability

Z uzyskanych danych wynika, że w grupie zwierząt z 2-miesięcznym 
podawaniem czterochlorku węgla nie zachodzą zmiany w aktywności 
glutaminazy w porównaniu do zwierząt kontrolnych. Po 4 miesiącach 
obserwuje się wzrost aktywności enzymu, wynoszący około 43% w ar
tości kontrolnych. U zwierząt z 6-miesięcznym okresem doświadcze
nia wzrost aktywności wynosił około 100% w stosunku do zwierząt kon
trolnych.

Poziom amoniaku w surowicy zwierząt kontrolnych i doświadczal
nych przedstawiono w tabeli 2. Stężenie amoniaku w surowicy zwierząt 
doświadczalnych w żadnym okresie doświadczenia nie różniło się w spo
sób istotny od stwierdzanego u zwierząt kontrolnych.

Tabela 2. Zawartość N H 3 w  
Table 2. N H 3 content in

surowicy krwi w //g/dl 
blood serum //g/dl

Czas zatrucia 
Intoxication time

Kontrola 
Control animals 

x ± S E M (n)

Zwierzęta doświadczalne 
Experimental animals 
X ±  SEM (n)

P

2 miesiące 159,7±0,33 (3) 167 ,2±7 ,78 (5) > 0 ,0 1
months

4 miesiące 94 ,6 ± 5 ,7 6 (4) 83,3 ± 6 ,5 9 (6) > 0 ,0 1
months

6 miesięcy 123,8 ±1 ,2 5 (4) 116 ,3±3 ,54 (8) > 0 ,0 1
months

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

n —  liczba zwierząt
number of animals 

p —■ prawdopodobieństwo 
probability
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OMÓWIENIE

Uzyskane wyniki wskazują, że w przebiegu doświadczalnej encefa
lopatii wątrobowej, stanowiącej następstwo marskości w ątroby  wywo
łanej czterochlorkiem węgla, dochodzi do wzrostu aktywności gluta- 
minazy w mózgu. Wzrost aktywności glutaminazy jest wykładnikiem 
zwiększonego poziomu glutaminy w mózgu, która jest jednym z pod
stawowych metabolitów na szlaku detoksykacji amoniaku w ośrodko
wym układzie nerwowym. Hindfelt (1975) wykazał, że ostre zatrucie 
amoniakiem prowadzi do znacznego przyspieszenia syntezy glutaminy 
i wzrostu jej zawartości w mózgu. Stężenie glutaminy w mózgu jest 
funkcją zawartości amoniaku i wzrasta proporcjonalnie do wzrostu 
jego poziomu (Duffy i wsp. 1974). W związku z powyższym na podsta
wie aktywności glutaminazy można pośrednio sądzić o zachowaniu się 
amoniaku w ośrodkowym układzie nerwowym.

W naszych badaniach stwierdzono, że po upływie 2 miesięcy nie 
występują statystycznie znamienne zmiany w aktywności glutaminazy. 
Natomiast w grupach 4- i 6-miesięcznych obserwowano znaczny, s ta
tystycznie znamienny wzrost aktywności enzymu. Można przypuszczać, 
że stężenie amoniaku podlegało tym samym zmianom. Zwraca przy 
tym  uwagę fakt zbieżności czasowej zmian w aktywności glutaminazy 
z pojawianiem się i narastaniem nieprawidłowości morfologicznych astro- 
gleju, stwierdzonych w tym samym modelu doświadczalnym przez 
Mossakowskiego i wsp. (1970b). Dynamika procesu jest analogiczna jak 
w przypadku gromadzenia się miedzi w mózgu (Hilgier, Lipska 1979). 
W grupie zwierząt, którym roztwór czterochlorku węgla podawano 
przez 2 miesiące, zarówno stężenie miedzi jak i aktywność enzymu nie 
odbiegały od wartości kontrolnych. U zwierząt z 4-miesięcznym prze
biegiem doświadczenia 11% przyrostowi stężenia miedzi towarzyszył 
43% przyrost aktywności glutaminazy, a przy 6-miesięcznym trwaniu 
doświadczenia 43% wzrost zawartości miedzi przebiegał z dwukrotnym 
wzrostem aktywności enzymu. Można przeto przyjąć, że w zastosowa
nym modelu doświadczalnym encefalopatii wątrobowej występuje rów
noczesny wzrost poziomu miedzi i amoniaku w mózgu, a uszkodzenie 
s truktura lne  tkanki jest wypadkową działania obu czynników. Nie 
przesądza to oczywiście wzajemnych związków przyczynowych w pa
togenezie uszkodzeń tkankowych. Fakt niezmienionego stężenia amo
niaku w surowicy krwi może jedynie implikować pierwotność uszka
dzającego działania miedzi. Według koncepcji Mossakowskiego (1973) 
patogenetyczna rola miedzi w śpiączce wątrobowej polega na upośle
dzeniu produkcji endogennego a-ketoglutaranu, stanowiącego pierwotne 
ogniwo detoksykacji amoniaku do glutaminy. Znajduje ona swoje po
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twierdzenie w spostrzeżeniach Bessmana i Bessman (1955), którzy 
stwierdzili, że w śpiączce wątrobowej toksyczne działanie amoniaku 
ujawnia się przy obniżeniu stężenia a-ketoglutaranu w mózgu. W now
szych badaniach wykazano, że wzrostowi poziomu amoniaku w móz
gu towarzyszy wzrost stężenia a-ketoglutaranu (Shorey i wsp. 1967, 
Hindfelt, Siesjö 1971, Duffy i wsp. 1974). Wydaje się jednak, że wzrost 
ten może być zjawiskiem kompensacyjnym zależnym od fazy rozwo
jowej encefalopatii wątrobowej oraz od jej typu. Można więc przypu
szczać, że występuje on przede wszystkim w encefalopatii wątrobowej 
przebiegającej z hyperamonemią.

Hindfelt (1975) w badaniach doświadczalnych, prowadzonych na mo
delu zespolenia żyły wrotnej z żyłą główną dolną u szczurów, już w d ru 
gim tygodniu od założenia przetoki żylnej stwierdzał dwukrotny wzrost 
stężenia amoniaku w mózgu. Podobny wzrost stężenia amoniaku w na 
szych doświadczeniach występował dopiero po 6 miesiącach trwania 
doświadczenia. Różnicę w dynamice procesu odnieść należy zapewne do 
powolności hepatotoksycznego działania czterochlorku węgla w zasto
sowanej dawce. Mimo postępującego uszkodzenia wątroby (Mossakow
ski i wsp. 1970b) jej funkcje były utrzym ane do końca doświadczenia,
o czym świadczył zarówno stan kliniczny zwierząt (żadne zwierzę nie 
zginęło w śpiączce wątrobowej) jak i b rak zmian w stężeniu amoniaku 
w surowicy krwi. W przypadku encefalopatii wrotno-układowej, przy 
wytworzeniu przetoki między żyłą wrotną i główną dolną dochodzi do 
znacznej hyperamonemii już we wczesnym okresie doświadczenia (Ca- 
vanagh, Kyu 1971, Mossakowski i wsp. 1977b).

В. Гильгер, М. Я. Моссаковски

АКТИВНОСТЬ 1-ГЛУТАМИНнАМИДОГИДРОЛАЗЫ В МОЗГЕ КРЫС 
В ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ ПЕЧЕНОЧНОЙ ЭНЦЕФАЛОПАТИИ

Р е з ю м е

Было проведено исследование активности глутаминазы в мозгах и содер
жание аммиака в плазме крови у крыс, у которых вызывалось повреждение 
печени посредством подкожных инъекций четыреххлористого угля. Инъекции 
проводили через день в течение 2, 4 и 6 месяцев.

Наблюдали усиливающийся во времени рост активности энзима. После 2 ме- 
сяцей активность глутаминазы не отличалась существенным образом от актив
ности этого энзима у контрольных животных. После 4 месяцев обнаруживали 
около 43°/о, а после 6 месяцев около двухкратное приращение активности 
энзима. Не наблюдали изменений в содержании аммиака в плазме крови.

Выдвигается заключение, что в применяемой экспериментальной модели 
имеет место увеличение уровня аммиака в мозге.
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W. Hilgier, M. J. Mossakowski

THE 1-GLUTAMINE-AMIDOHYDROLASE ACTIVITY IN RAT BRAIN 
IN EXPERIMENTAL HEPATIC ENCEPHALOPATHY

S u m m a r y

The brain glutaminase activity and serum ammonia content were determined 
in rats in which liver damage was produced by subcutaneous injections of car
bon tetrachloride. The injections were performed every other day for 2, 4 and 
6 months. The enzyme activity was observed to increase gradually; it was not 
different from the control level after 2 months, but was elevated by 43% after
4 months and about twice after 6 months. The serum ammonia content remained
unchanged throughout.

The results are indicative of an increase of ammonia level in the brain in 
this experimental model.
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EUGENIA TARNOWSKA-DZIDUSZKO

BADANIA NAD MORFOLOGICZNYM PODŁOŻEM 
OSTREGO MAJACZENIA ALKOHOLOWEGO

Z Zakładu Neuropatologii Instytutu Psychoneurologicznego 
Kierownik Zakładu: prof. dr J. Dymecki

Od dawna toczy się dyskusja nad etiopatogenezą ostrego majaczenia 
alkoholowego. Dąży się do ścisłego sprecyzowania etiologii schorzenia, 
trak tu jąc  je jako wyraz toksycznego działania alkoholu i/lub jego pro
duktów przemiany w połączeniu z niedoborem odżywczym (Neubürger 
1931; Pentschew 1958; Seitelberger, Gross 1962 i inni), bądź też jako ze
spół stanowiący skutek odstawienia alkoholu (Isbell i wsp. 1955; Scheid, 
Huhn 1958 i inni). Ponadto w badaniach epidemiologicznych (Jellinek 
1960; Nielsen i wsp. 1965; Whitwell 1975 i inni) poszukuje się czyn
ników związanych z częstością występowania ostrego majaczenia alko
holowego.

W badaniach morfologicznych dyskutuje się zarówno lokalizację pro
cesu chorobowego jak i charakter zmian s truktura lnych  (Gamper 1928; 
Okhuma 1930; Wiehert, Dreszer 1931; Zahnd 1953; Huber 1954; Neu
bürger 1957; Liss 1958; Löken 1971 i inni). Czasami odrzuca się istnie
nie morfologicznie uchwytnych uszkodzeń (Colmant 1965), a przyczynę 
ostrego majaczenia alkoholowego upatru je  się w zakłóceniach bioche
micznych (Meyer 1963) często odwracalnych. Na ogół podkreśla się na
silenie zespołu psychoorganicznego i otępienie po przebytym ostrym 
majaczeniu alkoholowym (Courville 1955; Bilikiewicz 1960; Colmant 
1965; Löken 1971 i inni).

Ta zmienność poglądów, która stale przewija się w piśmiennictwie 
neuropatologicznym skłoniła nas do podjęcia niniejszych badań.

Zadaniem pracy była szczegółowa ocena s truk tu ry  i topografii zmian 
morfologicznybh w przypadkach śmiertelnego ostrego majaczenia alko
holowego.

*) Praca finansowana w ramach Funduszu Celowego dla Badań nad Alko
holizmem.
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MATERIAŁ I METODY

Materiał pochodzi ze zbiorów Zakładu Neuropatologii Insty tu tu  Psy- 
choneurologicznego i obejmuje 20 przypadków sekcyjnych, chorych 
nadużywających przewlekle alkoholu, u których w przebiegu nałogu 
wystąpiło ostre majaczenie alkoholowe. Chorzy ci zmarli w przebiegu 
ostrego majaczenia alkoholowego w różnych szpitalach psychiatrycz
nych. W doborze materiału  kierowano się wiekiem chorych, biorąc pod 
uwagę tylko chorych do 55 roku życia, celem wyłączenia możliwości 
zmian związanych ze starzeniem się mózgu. Z oceny wyłączono rów
nież wszystkie te przypadki, w których weryfikacja mikroskopowa u jaw 
niła inne procesy chorobowe.

Do badania histopatologicznego pobrano metodą dużych skrawków 
wycinki czołowe mózgowia ze wszystkich okolic reprezentatywnych. 
Wycinek z międzymózgowia obejmował ciała suteczkowate. Materiał za
tapiano w parafinie. Skrawki barwiono fioletem krezylu, HE, met. van 
Gieson, Spielmeyera, Bielschowsky’ego, Kanzler-Arendta.

WYNIKI 

Dane k lin iczne

W grupie 20 przypadków było 17 mężczyzn i 3 kobiety, zmarłych 
w wieku od 28 do 52 lat. Średnia wieku wynosiła 41 lat. W wywiadzie 
u 15 chorych ustalono okres nadużywania alkoholu. Wahał się on od 
3 do 29 lat. Pozostali chorzy nadużywali alkoholu od „wielu la t”. Ilość 
jednorazowo spożywanego alkoholu, jak i częstość nadużywania przez 
tego samego chorego była zmienna: „kilka kieliszków do 1 litra — kil
ka razy w miesiącu, okresami codziennie” itp. W przebiegu nałogu 
u 6 chorych wystąpiło ostre majaczenie alkoholowe dwa razy, a u jed
nego chorego cztery razy. Większość chorych przebywała w szpitalu 
psychiatrycznym dwa lub więcej razy. U wszystkich stwierdzono cha
rakteropatię  alkoholową z mniej lub bardziej nasilonym zespołem psy- 
choorganicznym; u 4 chorych stwierdzono również ciężkie otępienie. 
W stanie neurologicznym u 9 chorych obecne były rozsiane objawy 
uszkodzenia ośrodkowego układu nerwowego, zespół móżdżkowy obser
wowano w 5 przypadkach, a polineuropatię alkoholową u 1 chorego. 
Napady padaczkowe typu „grand m ai” obserwowano u 3 chorych. 
U 8 chorych ostre majaczenie alkoholowe wystąpiło w okresie absty 
nencji trwającej od 9 dni do 2 tygodni, u 1 było poprzedzone urazem 
czaszki bez u tra ty  przytomności, u pozostałych 10 pojawiło się w cza
sie nadużywania alkoholu. Czas trwania ostrego śmiertelnego majaczę-
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nia wahał się od 3 do 12 dni, w 1 przypadku rozwinęła się psychoza Wer- 
nickego— zgon nastąpił w 23 dniu trwania choroby.

Badanie m akroskopow e

Badaniem sekcyjnym w 13 przypadkach stwierdzono stłuszczenie 
i marskość wątroby, u 9 chorych zapalenie płuc, w  6 przypadkach uszko
dzenie miąższu nerek, w 17 zmiany zwyrodnieniowe mięśnia serco
wego oraz owrzodzenie żołądka i/lub dwunastnicy w 7 przypadkach.

Badanie makroskopowe mózgu w 13 przypadkach wykazało uogól
nione zmiany zanikowe mózgu (zwężenie zakrętów, zwężenie kory, 
istoty białej i spoidła wielkiego — zwłaszcza w części przedniej i środ
kowej, poszerzenie rogów czołowych i skroniowych komór bocznych). 
Obrzęk mózgu makroskopowo stwierdzono w 11 przypadkach. Niewiel
kie blaszki miażdżycowe w naczyniach podstawy zwężające tylko m i
nimalnie ich światło obserwowano w 2 przypadkach (u chorego 50- 
i 51-letniego).

Badanie m ik rosko p ow e  mózgu

We wszystkich przypadkach na czoło procesu patologicznego wysu
wały się objawy bardzo znacznego zastoju w całym układzie naczynio
wym. Sródbłonki naczyń, czasem i cała ściana naczyń, były obrzękłe, 
rysunek warstw był zatarty. Wokół naczyń gromadziły się jeziorka 
włóknika, erytrocyty i leukocyty w skupieniach, pojedynczo makrofa- 
gi. Tkanka otaczająca naczynia była zgąbczała (rye. 1). Obserwowano 
drobne kuliste krwotoki przynaczyniowe i nie wykazujące związku 
z naczyniami (ryc. 2).

Szczególne zagęszczenie maksymalnie wypełnionych krwią naczyń 
i drobnych krwotoków obserwowano w otoczeniu komory III — we 
wzgórzu i podwzgórzu, zwłaszcza w ciałach suteczkowatych (ryc. 3), 
V / części nakrywkowej śródmózgowia i mostu, w istocie białej i w ko
rze zakrętu hipokampa, zwłaszcza w rogu Amona.

W obrazie uszkodzenia komórek nerwowych dominowało ich stłu 
szczenie. Masy lipofuscyny rozpychały i zniekształcały często komórkę 
nerwową, uciskały i spychały na obwód ścieńczałe włókienka nerwo
we (ryc. 4). Było ono wybitne w ugrupowaniach masy przyśrodko
wej wzgórza, gdzie w 14 przypadkach bardzo liczne komórki nerwowe 
były obładowane lipofuscyną (przy powiększeniu mikr. 400 X p ra 
wie 2/3 spostrzeganych komórek w polu widzenia było zmienionych). 
Ponadto znaczne stłuszczenie komórek nerwowych występowało w ko
rze amonalnej, w zakręcie obręczy, w ciałach suteczkowatych, w korze
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Rye. 1. Zatarcie rysunku ściany na
czyń, zgąbczenie struktury okołona- 

czyniowej. H-E. Pow. 400 X.
Fig. 1. Desintegration of vascular wall. 
Spongy degeneration of perivascular 

tissue. H-E. X 400.

Rye. 2. Drobne kuliste krwotoki w( 
otoczeniu komory IV. H-E. Pow. 100 X.
Fig. 2. Small spherical hemorrhages 
around lVth ventricle. H-E. X 100.

Rye. 3. Zagęszczenie naczyń i drobne 
krwotoczki w ciałach suteczkowatych. 

H-E. Pow. 400 X.
Fig. 3. Condensation of vessels and 
small hemorrhages in mamillary bo

dies. H-E. X 400.

Rye. 4. Masy lipofuscyny zniekształ
cające komórkę nerwową i włókienka 
nerwowe. Bielschowsky. Pow. 400 X.
Fig. 4. Lipofuscine masses deforming 
nerve cells and neurofibrilles. Biel

schowsky. X 400.

czołowej, skroniowej, w jądrach własnych mostu, w tworze siatkowa
tym pnia mózgu, a w 3 przypadkach nawet w komórkach Purkinjego 
były widoczne skupienia lipopigmentu. Obrazy centralnej chromatolizy
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komórki nerwowej, ostrego obrzęku i schorzenia ciężkiego Nissla-Spiel- 
meyera spostrzegano w zmiennym nasileniu głównie w otoczeniu komo
ry III, w jądrach wegetatywnych podwzgórza, w ciałach suteczkowa- 
tych, w pniu mózgu, często w ugrupowaniach jądra przedsionkowego 
i dwuznacznego (ryc. 5) oraz w s trukturach  amonalnych. We wszyst
kich przypadkach występowało w zmiennym nasileniu schorzenie prze
wlekłe, ischemiczne oraz zwyrodnienie ziarniste Spielmeyera głównie 
w korze. W 7 przypadkach obserwowano również obrzęk dendrytów 
komórek Purkinjego. Prawie we wszystkich przypadkach z makrosko
powym obrzękiem mózgu spostrzegano wydłużone, ciemno barwiące się 
komórki nerwowe o zatartej s trukturze cytoplazmy i jądra. Występo
wały one w korze zakrętu hipokampa na wysokości bruzdy po wkli- 
nowaniu. Były one niemal przecinkowate, uciśnięte przez obrzęk.

». » f .

A

■0 ?i
Ryc. 5. Obrazy centralnej chromato- 
lizy, ostrego obrzmienia, schorzenia 
ciężkiego i przewlekłego komórek ner
wowych. Fiolet krezylu. Pow. 200 X.
Fig. 5. Pictures of central chromato
lysis, acute swelling and severe and 
chronic disease of nerve cells. Cresyl 

violet. X 200.
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Ryc. 6. Zdeformowane włókienka ner
wowe w komórkach kory hipokampa. 

Bielschowsky. Pow. 400 X.
Fig. 6. Deformed neurofibrilles in hip
pocampal cortex cells. Bielschowsky. 

X 400.

W licznych komórkach nerwowych w obrazie Bielschowsky’ego obser
wowano pogrubiałe i wrzecionowato rozdęte włókienka nerwowe (ryc. 
6), przypominające zmiany alzheimerowskie. Stwierdzano je w ugrupo
waniach jądra migdałowatego, w korze amonalnej (13 przyp.), rzadziej 
w korze czołowej i skroniowej. Obserwowano je także w ciałach su- 
teczkowatych, pojedynczo w tworze siatkowatym pnia mózgu i ją
drach własnych mostu (1 przyp.).

Schorzeniu komórek nerwowych towarzyszy dosyć żywy odczyn roz- 
plemowy gleju. Wzmożoną satelitozę, neuronofagię i grudki glejowe
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Ryc. 7. Grudki glejowe, krwotoezek w 
ciałach suteczkowatych. H-E. Pow. 

200 X.
Fig. 7. Glial nodules. Small hemorrha
ge in mamillary bodies. H-E. X 200.

Ryc. 8. Pobudzenie rozplemowe gleju 
Bergmanna. Fiolet krezylu. Pow. 200 X.
Fig. 8. Proliferation of Bergmann glia. 

Cresyl violet. X 200.

(rye. 7) obserwowano w 18 przypadkach. Reakcja rozplemowa gleju 
była najwybitniejsza w korze zakrętu obręczy, w dolnych warstwach 
kory  czołowej, skroniowej, w korze amonalnej, w nakrywce śródmóz- 
gowia i mostu. Obserwowano ją w polach jądrowych n. VIII, IX i X 
w opuszce, w ciałach suteczkowatych oraz w otoczeniu komory III, 
a w zmiennym nasileniu w innych okolicach mózgu. W pniu mózgu 
liczne były komórki pałeczkowate. W móżdżku głównie w obrębie ro
baka stwierdzono rozplem gleju Bergmanna (ryc. 8).

Kolejnym elementem uszkodzenia tkanek mózgu były ubytki ko
mórek nerwowych. W 3 przypadkach doprowadziły one do zgąbczenia 
i zupełnego 'zatarcia warstw w obrębie kory amonalnej (ryc. 9) i od
cinkowo zwłaszcza na dnie rowków w korze czołowej i ciemieniowej. 
W 4 przypadkach zgąbczenia występowały w górnych warstwach ko
ry  czołowej i potylicznej (ryc. 10), a w obrazie Kanzler-Arendta to
warzyszyła im wzmożona brzeżna glejoza włóknista (ryc. 11). Wysep- 
kowate zblednięcie i wypadnięcia komórek nerwowych spostrzegano 
we wszystkich przypadkach z największym ich nasileniem w korze 
amonalnej (ryc. 12), w III warstwie kory zakrętu obręczy, zakrętu 
i F2. W korze móżdżku ilość komórek Purkinjego uległa zmniejszeniu. 
Często całe listeczki robaka były pozbawione komórek Purkinjego. Po
za tym ubytki tych komórek występowały w obrębie głębokich listecz
ków wokół bruzd (8 przyp.). Przerzedzenia komórek nerwowych w ar
stwy ziarnistej obecne były tylko w 4 przypadkach i to głównie w obrę-
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Ryc. 9. Zgąbczenie i zatarcie warstw  
w obrębie kory amonalnej. Bielschow- 

sky. Pow. 100 X.
Fig. 9. Spongy degeneration and di
sturbed layer arrangement within am
monal cortex. Bielschowsky. X 100.

Ryc. 10. Zgąbczenie w górnych war
stwach kory czołowej. Van Gieson. 

Pow. 200 X.
Fig. 10. Spongy degeneration in upper 
layers of frontal cortex. Van Gieson. 

X 200.

bie listeczków migdałka (ryc. 13). W jądrach podkorowych ogniska 
zblednięć z niewielkimi wysepkowatymi opustoszeniami komórkowymi 
obserwowano głównie w ugrupowaniach jądra migdałowatego (10 przyp.), 
w ciałach suteczkowatych (8 przyp.), w podobnej ilości przypadków 
w tworze siatkowatym pnia mózgu i w jądrach własnych mostu. W ją
drach przykomorowych wzgórza i podwzgórza występowały drobne 
ogniska zgąbczeń w 3 przypadkach.

Płytki starcze, najczęściej amorficzne (ryc. 14), pojedynczo lub w sku
pieniach po 4—5 co kilka pól widzenia, obserwowano w 7 przypadkach 
w ugrupowaniach jądia migdałowatego oraz w korze amonalnej za
równo u osób młodych (28, 38, 42-letnich) jak i starszych. W korze 
zakrętu obręczy, w korze skroniowej i czołowej obecne były tylko 
w pojedynczych polach. Zagęszczenie pilśni nerwowej przypominające 
amorficzną płytkę starczą spostrzegano w ciałach suteczkowatych 
w 4 przypadkach.

W obrazie mielinowym, otoczki włókien promieniowych wykazywa
ły gorszą barwliwość (10 przyp.), podobne zmiany oraz obrazy rozpa
du osłonek mielinowych obserwowano w częściach brzusznych, czasa
mi i środkowych, spoidła wielkiego (8 przyp.) — (ryc. 15) oraz przed
niej części sklepienia, w przypadkach z makroskopowo już widocznym 
zwężeniem spoidła, we włóknach poprzecznych mostu, w osi zawojów 
listeczków móżdżku głębiej położonych oraz w sposób rozsiany około- 
naczyniowo. Ponadto spłowienie mieliny obserwowano w obrębie isto-
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Ryc. 11. Podoponcwa glejoza brzeżna. 
Kanzler-Arendt. Pow. 100 X.

Fig. 11. Submeningeal marginal glio
sis. Kanzler-Arendt. X 100.

Ryc. 12. Wysepkowate zblednięcie i 
ubytki komórek nerwowych w  korze 
amonalnej. Fiolet krezylu. Pow. 200 X.
Fig. 12. Focal palor and loss of neu
rons in ammonal cortex. Cresyl vio

let.. X 200.

* ' / l -  . V  V -  * ** v ’ V  • .  - •*

Ryc. 13. Ubytek komórek Purkinjego, 
znaczne przerzedzenie komórek war
stwy ziarnistej móżdżku. Fiolet krezy

lu. Pow. 200 X.
Fig. 13. Purkinje cells loss. Marked 
rarefaction of cerebellar granular la

yer. Cresyl violet. X 200.

Ryc. 14. Płytki starcze najczęściej 
amorficzne w jądrze migdałowatym. 

Bielschowsky. Pnw. 200 X.
Fig. 14. Senile plaques, mostly amor
phous, in amygdaloid nucleus. Biel- 

schowsky. X 200.

ty białej płata skroniowego — głównie formacji amonalnej, we wnęce 
oliwki dolnej i jądra zębatego.

Wykładnikiem makroskopowego zaniku mózgu były kłębki naczy
niowe (ryc. 16). Stwierdzono je w 17 przypadkach w największej ilo-
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Ryc. 15. Deformacja i rozpaiLcsłonek mie- 
linowych w spoidle wielkim. Spielmeyer. 

Pow. 200 X.
Fig. 15. Deformation and degradation of 
myelin sheaths in corpus callosum. Spiel

meyer. 200 X.

ści w obrębie kory amonalnej i czołowej. W pojedynczych przypad
kach obecne były w pniu mózgu.

W okolicach przykomorowych, zwłaszcza w otoczeniu rogu skronio
wego, spostrzegano ciała amyloidowe występujące w zmiennym na
sileniu.

Naczynia śródmiąższowe tylko w pojedynczych przypadkach wyka
zywały cechy stwardnienia. Nie obserwowano jednak pełnego zeszkli-

Ryc. 16. Kłębki naczyniowe w korze 
czołowej. Van Gieson. Pow. 400 X.
Fig. 16. Vascular glomeruli within 
frontal cortex. Van Gieson. X 400.

Rye. 17. Wzmożona glejoza okołona- 
czyniowa. Kanzler-Arendt. Pow. 200 X.
Fig. 17. Enhanced perivascular gliosis. 

Kanzler-Arendt. X 200.
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wienia ściany naczyniowej. W korze występowały liczne zwłókniałe 
drobne tętniczki i włośniczki. Wokół naczyń częsta była wzmożona gle- 
joza brzeżna (ryc. 17).

W przypadku rozpoznanej klinicznie psychozy Wernickego, obok ty 
powego dla tej choroby nasilenia zmian w międzymózgowiu, w form a
cjach amonalnych i pniu mózgu, obserwowano w tych s truk turach  na 
cieki zapalne okołonaczyniowe. Ze względu na rzadkość spostrzeganych 
zmian przypadek będzie przedmiotem odrębnego doniesienia kazuisty- 
cznego.

OMÓWIENIE

Jak wynika z przytoczonych danych, tylko u 8 chorych okres absty
nencji alkoholowej mógł się, w naszym materiale, przyczynić do w y
stąpienia psychozy. Löken (1971\ powołując się na Himwicha (1951), 
przypisuje wystąpienie ostrego majaczenia alkoholowego w okresie 
abstynencji tym obszarom mózgu, które się już do jego toksycznego 
działania zaadaptowały, nie precyzuje jednak lokalizacji zaburzeń.

Ocena zmian mikroskopowych naszego m ateriału  pozwala na wyod
rębnienie kilku zespołów uszkodzeń ośrodkowego układu nerwowego.

P i e r w s z y  z e s p ó ł  u s z k o d z e n i a  t k a n k i ,  to obrazy cen
tralnej chromatolizy komórek nerwowych, ostrego obrzęku i schorze
nia ciężkiego Nissla-Spielmeyera, obserwowanego w zmiennym nasile
niu w poszczególnych przypadkach, głównie w otoczeniu komory III, 
w jądrach wegetatywnych podwzgórza, ciałach suteczkowatych oraz 
w istocie szarej nakryw ki śródmózgowia i mostu, w mniejszym nasi
leniu w opuszce i w korze amonalnej. Zmianom tym towarzyszy żywy 
rozplem makrogleju i przerost mikrogleju. Zespół zmian mógłby od
powiadać nagłemu załamaniu metabolizmu komórki nerwowej pod 
wpływem intoksykacji, opisywanemu przez Spielmeyera (1922), Sterna 
(1939) i innych zarówno w ostrych majaczeniach alkoholowych, jak
i w chorobie Wernickego (Aleksander 1940; Meyer 1963 i inni).

D r u g i  z e s p ó ł  z m i a n ,  to uszkodzenie układu naczyniowego; 
zastój w całym systemie naczyniowym ośrodkowego układu nerwowego, 
uszkodzenie ściany naczyniowej, wzmożona jej przepuszczalność (je
ziorka włóknika, krwinkotoki i drobne krwotoczki) sugerujące zabu
rzenia funkcjonowania bariery naczyniowo-mózgowej. Obserwuje się 
w tych przypadkach pewną akcentację zmian w otoczeniu komory III, 
wodociągu mózgu, komory IV, w korze amonalnej oraz w ciałach su
teczkowatych. Patogeneza zmian nie jest łatwa do wyjaśnienia. Pod
kreśla się bądź pierwotne uszkodzenie komórek śródbłonka naczyń 
(Scholz 1949; Löken 1971), bądź też wypadanie funkcji sterującej jąder
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wegetatywnych wzgórza i podwzgórza szczególnie wrażliwych na nie
dobór tiaminy (Pentschew 1958, Meyer 1963 i inni). Zmiany zwyrod
nieniowe miąższu nerek i wątroby, obserwowane m.in. w poszczególnych 
przypadkach, mogły również przyczynić się do uszkodzenia ścian na
czyń w mózgowiu. Dowodem na przewlekłe zakłócenia w funkcjonowa
niu bariery naczyniowo-mózgowei w naszym materiale mogą być: 
wzmożona okołonaczyniowa glejoza włóknista, lokalizacja zgąbczeń 
w korze mózgu i rozkład ubytków komórek Purkinjego i neuronów 
warstwy ziarnistej kory móżdżku, jak również zachowanie się osłonek 
inielinowych w osi zawojów móżdżku i w pobliżu naczyń.

Przytoczona w naszym materiale topografia szczególnego nasilenia 
zmian komórkowych ostrej intoksykacji, jak i zachowanie się układu 
naczyniowego w tych strukturach (w otoczeniu komory III, wodociągu 
mózgu, komory IV, ciałach suteczkowatych i w formacji amonalnej) 
może przemawiać na korzyść poglądu Hubera (1954), traktującego 
ostre majaczenie alkoholowe jako pierwszy etap psychozy Wernickego. 
Można by zresztą zagadnienie odwrócić przyjmując stanowisko Meyera 
(1963) twierdzącego, że u podłoża ostrego majaczenia alkoholowego leżą 
tylko odwracalne zakłócenia biochemiczne i te przypadki ostrego ma
jaczenia alkoholowego, w których istnieją zmiany strukturalne, typo
we dla psychozy Wernickego ale słabiej wyrażone, potraktować jako 
wczesne fazy szybko przebiegającej psychozy Wernickego. Jednakże 
ani wiek chorych, ani zespół objawów klinicznych nie zezwala na obec
nym etapie badań na taki pogląd. Rozstrzygnięcie tego zagadnienia leży 
być może w zakresie cytochemii.

T r z e c i  z e s p ó ł  z m i a n  wydaje się być związany z przewlek
łym zakłóceniem metabolizmu komórki nerwowej spowodowanym dłu
gotrwałym działaniem alkoholu i/lub jego produktów przemiany oraz 
niedoborem odżywczym, prowadzącymi do zagłady komórki. Wyrazem 
tego są wybitne stłuszczenia komórek nerwowych, zmiany deformacyj- 
ne włókienek nerwowych odpowiadające zmianom alzheimerowskim, 
schorzenie przewlekłe, schorzenie ziarniste Spielmeyera jako wstępna, 
odwracalna faza schorzenia ciężkiego, ubytki komórek nerwowych, zwę
żenie spoidła wielkiego i sklepienia, obecność płytek starczych, a więc 
zespół uszkodzeń typowych dla starzenia się układu nerwowego. Zwa
żywszy na niską średnią wieku naszych chorych (41 lat), musimy opie
rając się na danych z piśmiennictwa (Simchowicz 1913; v. Braunmühl 
1957 i inni) uznać starzenie za przedwczesne. Proces zanikowy jest szcze
gólnie zaakcentowany w ugrupowaniach jądra migdałowatego, w ko
rze amonalnej, w korze zakrętu obręczy, w ciałach suteczkowatych, 
a więc w całym układzie limbicznym. Układ ten, jak wiadomo z piś
miennictwa (Uhle 1951; Penfield i Milner 1958; Störring i wsp. 1962),
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ma szczególne znaczenie dla prawidłowego funkcjonowania pamięci. 
Uszkodzenie tego zespołu ośrodków, uchwytne morfologicznie, znalazło 
w naszym materiale również odbicie kliniczne. We wszystkich przy
padkach stwierdzono mniej lub bardziej nasilony zespół psychoorga- 
niczny oraz u pojedynczych chorych głębokie otępienie. Należy pod
kreślić, że zmiany ubytkowe komórek oraz zgąbczenia korowe w y
stępowały zwłaszcza w tych przypadkach, w których powtarzały się 
w przebiegu klinicznym ostre majaczenia alkoholowe. W tych też 
przypadkach (7) zespół psychoorganiczny był wybitniejszy.

Reasumując należy podkreślić, że w obrazie morfologicznym ostrego 
majaczenia alkoholowego występują obrazy schorzenia komórek ne r
wowych typowe dla zespołu ostrej intoksykacji oraz uszkodzenie ba
riery naczyniowo-mózgowej o lokalizacji typowej dla psychozy Wer- 
nickego, przy czym nasilenie tych zmian jest mniejsze w ostrym m a
jaczeniu alkoholowym. Zmiany te rozwijają się na podłożu przedwczes
nej inwolucji ze szczególnym zaakcentowaniem zmian w układzie lim- 
bicznym.

WNIOSKI

Wykładnikiem morfologicznym ostrego zespołu intoksykacyjnego jest 
centralna chromatoliza komórki nerwowej, ,,ostry obrzęk” i schorzenie 
ciężkie Nissla-Spielmeyera oraz uszkodzenie bariery naczyniowo-móz- 
gowej.

Podłożem anatomicznym toczących się ostro zmian są s truk tu ry  w oto
czeniu komory III, wodociągu mózgu, komory IV, ciała suteczkowate 
oraz formacje amonalne.

Ostre majaczenie alkoholowe rozwija się na podłożu chronicznego, 
rozlanego uszkodzenia bariery naczyniowo-mózgowej oraz przedwczes
nej inwolucji tkanki nerwowej szczególnie nasilonej w układzie lim- 
bicznym wywołanych przewlekłym nadużywaniem alkoholu.

Э. Тарновска-Дзидушко 

ИССЛЕДОВАНИЯ МОРФОЛОГИЧЕСКОГО СУБСТРАТА БЕЛОЙ ГОРЯЧКИ

Р е з ю м е

Задачей работы была подробная оценка структуры и топографии морфологи
ческих изменений в случайах острой смертельной белой горячки.

Материал охватывал 20 секционных случаев больных в возросте до 52 года 
жизни, злоупотребляющих хронически алкоголь (в среднем 16,3 года), у которых 
в течение навыка имела место один или несколько раз острая белая горячка — 
первая или последняя, ведущая к смерти длящаяся от 3 до 12 дней. У всех
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больных обнаруживалась алкогольная характеропатия с психоорганическим 
синдромом.

В секционном исследовании чаще всего (13 случаев) имело место ожирение 
и цирроз печени, дегенеративные изменения сердечной мышцы и аплазия мозга.

Микроскопическое исследование мозга проводилось методом больших срезов 
со всех репрезентативных районов с особым учетом промежуточного мозга. 
Это исследование позволило выделить несколько типов повреждений централь
ной нервной системы.

Первый тип повреждений ткани — это острый интоксикационный синдром, 
проявляющийся центральным гемолизом нервной клетки, „острым отеком” 
и тяжелым заболеванием Ниссля-Шпильмаера.

Второй синдром изменений — это повреждение сосудистой системы, высшей 
степени стаз всей сосудистой системы с усиленной проницаемостью сосудистой 
стенки. Топография спонгиозов в мозговой коре, дефектов клеток Пуркинье 
и зернистого слоя в мозжечке, как и поведение краевого периваскулярного 
глеиоза указывает на хроническое повреждение сосудисто-мозгового барьера.

Третьий синдром изменений, как кажется, связан с нарушенным метаболиз
мом нервной клетки, вызванным хроническим действием алкоголя и/или про
дуктов его метаболических превращений и трофическим недостатком, и явля
ется типичным для старения центральной нервной системы, с особо выражен
ными изменениями в лимбической системе. Большее выражение инволюцион
ных изменений наблюдалось в случаях с повторяющейся белой горячкой.

Морфологическим субстратом остро протекающих изменений являются обра
зования в близи III желудочка, водопровода мозга, IV желудочка, маммилярных 
телец и амональных телец.

Как топография так и структура остро развивающихся изменений, как 
клеточных так и в стенке сосудов, может рассматриватся в качестве основания 
для предположения, на актуальном этапе исследования, что белая горячка 
является вступительной фазой психоза Вернике.

E. Tarnowska-Dziduszko 

STUDIES ON THE MORPHOLOGICAL BASIS OF ACUTE DELIRIUM TREMENS

S u m m a r y

The aim of the work was to evaluate in detail the structure and topography 
of morphological changes in cases of acute delirium tremens.

The material comprised 20 autopsy cases of patients up to 52 years of age, 
who had abused alcohol chronically (in average for 16.3 years) and manifested 
once or several times acute delirium tremens — the first or the last one, which 
led to death, lasted from 3 to 12 days. Alcohol characteropathy with psychoorganic 
syndrome was observed in all patients.

Autopsy most frequently revealed liver steatosis and cirrhosis, degenerative 
changes in heart muscle and brain atrophy (13 cases). Microscopic examination 
was performed on large slices of all representative regions, with a special con
sideration of diencephalon. The examination allowed to distinguish a number 
of syndromes of CNS impairment:

— Acute intoxication syndrome manifested by central chromatolysis of nerve 
cell, „acute swelling” and severe Nissl-Spielmeyer disease.
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— Impairment of vascular system, with stasis throughout and increased per
meability of vascular wall. The topography of spongy degeneration in cerebral 
cortex, loss of Purkinje cells and in cerebellar granular layer as well as marginal 
perivascular gliosis, all are indicative of chronic impairment of the blood-brain 
barrier.

—• The third syndrome seemed to be related to disturbed metabolism of 
nerve cell caused by chronic action of alcohol and/or its metabolites and by 
undernutrition and is typical of aging of CNS. The syndrome is particularly 
pronounced in the limbic system. The involutionary changes were more advan
ced in cases with repeated acute delirium tremens.

The morphological basis of the acute changes includes structures around the 
Illrd ventricle, cerebral aqueduct, IVth ventricle, mamillary bodies and ammonal 
formations.

Both the topography and structure of acute cellular and vessel wall changes 
allow at this stage of investigations to consider acute delirium tremens as an 
initial phase of Wernicke’s psychosis.
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OCENA KSIĄŻKI

Pineal Tumors. Ed. H. H. Schmidek.  Masson Publishing USA Inc. New York, 
Paris, Barcelona, Milan (Abacus Press Limited. Abacus House, Tunbridge 
Wells), 1977. str. 138. Ryc. 50.

Prezentowana czytelnikowi monografia, wydana pod redakcją H. H. Schmideka, 
profesora neurochirurgii w Hahnemann Medical College w Filadelfii, stanowi 
pierwszą pozycję z zaplanowanej serii pod zbiorczym tytułem „Cancer Mana
gement” redagowanej przez L. W. Brady’ego i V. T. de Vita Jr. Książka składa 
się z 7 rozdziałów poświęconych kolejno: patologii guzów okolicy szyszynki
(U. De Girolami), ich symptomatologii neuro-okulistycznej i neurologicznej (S. H. 
Wray), towarzyszącym im zaburzeniom wewnątrzwydzielniczym (L. Axelrod), 
diagnostyce neuroradiologicznej (Ch. B. Grossman, C. F. Gonzalez), postępowanie 
chirurgicznemu w przypadkach guzów okolicy szyszynki (H. H. Schmidek) oraz 
znaczeniu napromieniowania w ich terapii (L. W. Brady). Odrębny rozdział do
tyczy zagadnienia tzw. ektotopowych szyszyniaków (H. H. Schmidek). Szczegółowe 
omówienie problematyki biologii, symptomatologii klinicznej, diagnostyki oraz le
czenia guzów okolicy szyszynki zawarte w poszczególnych rozdziałach, poprze
dzone jest syntetycznym wprowadzeniem przygotowanym przez dr R. J. Wurt- 
mana.

Już sama prezentacja treści książki, odzwierciedlona tytułami jej rozdziałów 
wskazuje na wszechstronność ujęcia zagadnienia oraz na jej adresatów. Mono
grafia przeznaczona jest zarówno dla klinicystów-neurologów, neurochirurgów, 
onkologów jak i dla neuroradiologów, neuropatologów i neuroendokrynologów. 
Autorzy k o n n y ch  rozdziałów monografii przedstawiają krytyczny przegląd sta
nu wiedzy w zakresie zagadnień stanowiących ich przedmiot, uzupełniony włas
nymi doświadczeniami, wskazują na luki w poznaniu poszczególnych zagadnień 
oraz na kierunki dalszych badań.

W rozdziale poświęconym patologii guzów okolicy szyszynki szczególnie cen
na jest jasna i jednoznaczna klasyfikacja oraz omówienie stosunku nowotworów 
wywodzących się z elementów miąższowych szyszynki do atypowych potwornia- 
ków w ujęciu D. Russell i L. Rubinsteina. To samo dotyczy rozdziału poświęco
nego tzw. szyszyniakom ektotopowym. Rozdział dotyczy symptomatologii kli
nicznej guzów, obok jej bardzo szczegółowego omówienia, zawiera bardzo cenną 
część poświęconą neuroanatomicznemu oraz patofizjologicznemu podłożu dominu
jących w zespole klinicznym guzów objawów ocznych. W tym zakresie dr S. H. 
Wray daje bardzo szeroki przegląd wyników doświadczeń prowadzonych na pry
matach. Istotnym walorem rozdziału poświęconego zaburzeniom wewnątrzwy
dzielniczym występującym u chorych z guzami okolicy szyszynki i tzw. szyszy- 
niakami ektotopowymi jest zwrócenie uwagi na bardzo szeroki wachlarz zespo
łów endokrynologicznych, związanych przede wszystkim z uciskiem bądź nacie
kaniem struktur podwzgórzowych. Znaczna część rozdziału poświęcona jest pa
togenezie hypergonadyzmu, znajdującego swój wyraz w przedwczesnym dojrze
waniu płciowym oraz znacznie rzadziej występującego zespołu hypogonadyzmu. 
Wiele uwagi zwrócono na fizjologię szyszynki u kręgowców, a przede wszystkim  
u ssaków i prawdopodobną funkcję melanotoniny, jej syntezę i mechanizmy regu
lujące jej uwalnianie. Rozdział dotyczący diagnostyki neuroradiologicznej zarów
no guzów zlokalizowanych w okolicy szyszynki jak i tzw. szyszyniaków ekto
topowych poza konwencjonalnymi metodami diagnostycznymi takimi jak rent- 
genografia przeglądowa, wentrykulografia, arteriografia i kontrastowa mielogra- 
fia wykonywana w poszukiwaniu odległych ognisk rozsiewu płynowego, uwzględ
nia również zróżnicowane metody skaningowe i tomograficzne. W rozdziałach 
poświęconych leczeniu guzów, ich autorzy — wybitny neurochirurg i onkolog 
przedstawiają krytyczny przegląd stosowanych metod chirurgicznych i radiote- 
rapeutycznych.

Istotną zaletą książki jest jej nowoczesność, syntetyczność i wszechstronność 
ujęcia zagadnienia, a także oparcie się autorów na bardzo bogatym piśmienni
ctwie, obejmującym zarówno pozycje klasyczne jak i najbardziej współczesne 
oraz własnym bogatym doświadczeniu. Treść monografii wzbogaca bardzo obfity 
materiał ilustracyjny oraz własna lub zaczerpnięta z piśmiennictwa dokumentacja 
kazuistyczna.

Bardzo pożyteczna książka. Z tym większą niecierpliwością należy oczekiwać 
na dalsze pozycje z serii Cancer Management.

Prof. dr hab. M. J. Mossakowski
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Pathomorphology of rabies encephalitis has been extensively elabo
rated. It consists of diffuse inflammatory process, including hematoge
nic and microglial elements with a characteristic, but not pathogno
monic distribution within central nervous system, degenerative changes 
of neurons and neuronal loss and cytoplasmic inclusion bodies, bearing 
the names of Negri bodies and lyssa bodies. Non-specific nature  of both 
inflammatory and degenerative processes caused tha t  uptill in trodu
ction of immunological and virological diagnostic tests, Negri bodies 
had been considered as the major pathognomonic indication of rabies 
infection, although their occurrence was limited to 70 per cent of cases 
(Dupont, Earle, 1965).

Longlasting discussion concerning the nature  of Negri bodies, their 
relationship with intracellular virus replication as well as identity or 
distinct character of Negri and lyssa bodies was forejudged by electron 
microscopic studies on both experimental and hum an m aterial (Mat- 
sumoto, 1962, 1963; Roots, Schultze, 1963; Miyamoto, Matsumoto, 1965; 
Garcia-Tamayo et al., 1972; De Brito et al., 1973; Joo To Sung et al., 
1976).

What inclined us to present our own case were some peculiarities 
of its clinical and neuropathological picture as well as different u ltra-  
s tructural appearance of the cytoplasmic inclusion bodies.

CASE REPORT

The case concerned 13 year old country boy, who was entirely 
healthy, except head injury, which had happened several months prior 
to the beginning of his final disease. Head traum a had no immediate
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clinical consequences. Two months before hospitalization the boy was 
scratched by a fox. Animal was killed, but not examined. No attention 
was paid to this accident.

The disease started  with fever, headaches, abdominal and back pains 
and aches of the left hip joint. This was followed by psychomotor 
excitation and difficulties in drinking. The patient was admitted to 
the hospital on the fourth day of the disease. Neurological examination 
revealed nystagmus, anisocoria. and paresis of the left lower extremity 
with decreased deep tendon reflexes and hypesthesia. Due to worsening 
general condition, extensive salivation and difficulties in breathing the 
boy was transferred, to the University Pediatric Clinic in Warsaw 
where he was put on artificial respiration. The patient was stuporous, 
irritated and showed only very superficial contact with personnel. 
There was flaccid paralysis of the left inferior extremity, bowel and 
bladder disturbances, difficulties in deglutition and extensive saliva
tion, requiring constant suction. No meningeal symptoms were present. 
C-SF examination revealed 0.16 mg% of protein and cytosis 11/1 ml. Eeg 
showed no focal abnormality, although the basic bioelectric activity was 
very low. Ocular fundi were normal. Due to the presence of the right- 
-sided skull fraction and appearance of left sided neurological symp
toms, bilateral drill hole exploration was performed. Right-sided hydro- 
ma was found and 100 ml of yellowish fluid were evacuated. Despite 
that the boy was downgoing. Due to the information concerning the 
accident of fox bite the possibility of rabies infection was taken into 
consideration. Fluorescent antibody test of the brain tissue samples 
taken through the trepanation hole showed a strongly positive reaction. 
The boy died in deep coma and areflexia, with bradycardia and hypo
thermia on the 20th day of his illness.

General autopsy findings were irrelevant, except bilateral pneumo
nia. Brain autopsy revealed features of edema and generalized hypere
mia.

Light microscopy of the central nervous system showed moderate 
mostly lymphocytic infiltration of leptomeninges, being most intense 
in the vicinity of small pial vessels. Within the brain tissue rich peri
vascular infiltrations, composed mostly of lymphocytes with some ad
m ixture  of plasma cells were present in all gray and white structures 
(Fig. 1). The intensity of perivascular infiltration ranged from single 
layer of hematogenous cells, to thick multilayer cuffs. In most instances 
perivascular accumulation of lymphocytes was surrounded by peri
vascular microglial proliferation (Fig. 2). Diffuse spread of perivascular 
microglial proliferation was a common feature. In m any areas diffuse 
microglial proliferation, with numerous rod-cells involved a great pro

http://rcin.org.pl



Nr 2 Rabies encephalitis 313

portion of a given gray structure. Numerous microglial nodules, laying 
either on the background of otherwise unchanged tissue or diffuse mi
croglial proliferation were seen (Fig. 3). The intensity of inflammatory 
process showed remarkable regional differences. In the cerebral cortex 
frontal, insular and occipital areas were most severely involved. Among 
subcortical structures thalamus was most affected. In the brain stem 
substantia nigra, locus coeruleus and inferior olives were the sites of 
intense inflammatory process (Fig. 4). The gray m atter  of the spinal 
cord was also severely involved.

The inflammatory process was accompanied by profuse non-specific 
degeneration of neurons and neuronal loss. They were present in the 
cerebral cortex, mostly in frontal temporal and occipital areas. Intense 
lesions of melanin-bearing neurons were worth noting (Fig. 5). There 
was an almost total loss of Purk in je  cells, accompanied by diffuse pro
liferations of Bergmann’s glia (Fig. 6). The spinal cord gray m atter  was 
characterized by great loss of motorneurons, with numerous neuro- 
nophagic nodules (Fig. 7). Dorsal root ganglia showed both perivascular 
and diffuse lymphocytic infiltration, loss of ganglion cells and nodular 
proliferation of amphicytes (Fig. 8). Spinal roots and peripheral nerves 
showed lymphocytic infiltration of varying intensity.

Great number of nerve cells in all parts of the central nervous sy
stem contained in their cytoplasm small, homogenous, eosinophilic in
clusions (Fig. 9). Inclusions, as a rule, did not show any internal 
structure, although in some of them fine basophilic granules could be 
noticed. The number of inclusions varied; most often they were single, 
however, in some neurons they occurred as multiple s tructures (Fig. 10). 
They were located in various portions of the cytoplasm, including axo
nal and dendritic conuses. They were most numerous in bipyramidal 
cells of Ammon’s horn, in numerous cells of inferior olives and dorsal 
root ganglia. The second in range as far as their frequency is concerned, 
were cortical neurons, those of globus pallidus, lenticular nucleus and 
tegmental nuclei of the brain stem. They were rare  in thalamus and 
pontine nuclei.

The electron microscopic studies were performed on tissue samples 
taken either from paraffin blocks, prepared for EM examination accord
ing to Morecki and Becker techniques (1968) or from formalin fixed 
material. Due to formalin fixation and preceding embedding m paraffin 
the fine structure of tissue was severely damaged. Therefore the only
element studied were intracytoplasmic inclusions.

On the u ltrastructural level the intracytoplasmic inclusions varied 
a great deal in shape and size. Most of them were round or oval. They
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Fig. 1. Perivascular lymphocytic infiltration in the area of diffuse proliferation 
of microglia. Midbrain. Cresyl violet. X 400.

Rye. 1. Okolonaczyniowe nacieki limfocytarne w obszarze rozlanego rozplemu 
mikrogleju. Sródmózgowie. Fiolet krezylu. Pow. 400 X.

Fig. 2. Lymphocytic-microglial perivascular infiltration in basal pons. H-E. X 200. 
Rye. 2. Limfocytarno-mikroglejowy naciek okołonaczyniowy w  podstawnej części

mostu. H-E. Pow. 200 X.
Fig. 3. Microglial nodules in the inferior olive. Cresil violet. X 200.

Rye. 3. Grudki mikroglejowe w oliwie dolnej. Fiolet krezylu. Pow. 200 X.
Fig. 4. Massive inflammatory process involving locus coeruleus. Cresyl violet.

X 60.
Rye. 4. Masywne zmiany zapalne w jądrze miejsca sinawego mostu. Fiolet

krezylu. Pow. 60 X.
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Fig. 7. Diffuse inflammatory process involving anterior horn of the cervical spinal 
cord. Neuronal loss and neurophagic nodules. Cresyl violet. X 100.

Rye. 7. Rozległe zmiany zapalne w rogu przednim rdzenia kręgowego. Ubytek
komórek ruchowych, grudki neurofagiczne. Fiolet krezylu. Pow. 100 X.

Fig. 8. Dorsal root ganglion — neuronal loss with nodular proliferation of amphi- 
cytes, degeneration of the remaining neurons and interstitial lymphocytic infil

tration. H-E. X 200.
Rye. 8. Ubytek komórek nerwowych z grudkowym rozplemem amficytów, zwy
rodnienie zachowanych neuronów oraz śródmiąższowe nacieki limfocytarne w zwo

ju międzykręgowym. H-E. Pow. 200 X.
Fig. 9. Negri body in the cytoplasm of Ammon’s horn neuron. H-E. X 1 000. 

Rye. 9. Ciałko Negriego w cytoplazmie komórki piramidowej rogu Amona. H-E.
Pow. 1.000 X

Fig. 10. Several eosinophilic inclusions in the cytoplasm of Ammon’s horn neu
ron. H-E. X 900.

Rye. 10. Kilka kwasochłonnych ciał wtrętowych w  cytoplazmie komórki ner
wowej rogu Amona. H-E. Pow. 900 X.

Fig. 5. Loose melanine deposits in locus coeruleus. H-E. X 400.
Rye. 5. Luźno położone ziarna melaniny w jądrze miejsca sinawego mostu. H-E.

Pow. 400 X.
Fig. 6. Loss of Purkinje cells with proliferation of Bergmann’s glia. Slight lym

phocytic infiltration in leptomeninges. Cresyl violet. X 60.
Rye. 6. Zanik komórek Purkinjego oraz towarzyszący rozplem gleju Bergmanna. 

Dyskretny naciek zapalny w  oponach. Fiolet krezylu. Pow. 60 X.
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were not membrane bound. All of them had a similar fine structure. 
They consisted of matrix  of a moderate electron density and coarse 
granules of a higher density (Fig. 11). The distribution of granular 
osmophilic material was either equal throughout the whole inclusion 
body, or showed areas of a greater condensation. In some instances 
they were densely packed on the inclusion periphery, in others their 
accumulation was greater in the central part. In another group, central 
portion of the inclusion body was rarefied, leading to its annular appea
rance (Fig. 12). In no case we were able to find features of virus repli
cations within inclusion bodies. Neither we found the places of virus 
replication outside the inclusions as described by Morecki and Zimmer
m an (1969). In some cells we were able to notice single profiles, which 
w ith  all reservations could be reminiscent of virion structures. However, 
due to their rarity  and poor preservation of the u ltras tructu ra l  orga
nization, we do not feel autorized to comment on this phenomenon. The 
o ther feature had attracted our attention. This was the relationship of 
the  inclusion bodies with neuronal nuclei (Fig. 13). In great number 
of instances inclusion bodies, as seen in electron microscopy, were 
located in the direct vicinity of the neuronal nuclei. In some cases 
nuclear membrane seemed to be discontinuous at the site adjacent to the 
inclusion (Fig. 14).

DISCUSSION

From the clinical point of view our case is characterized by a relati
vely long clinical course, lasting 19 days. Similar or even longer disease 
duration was observed by Dupont and Earle (1965) in those cases in 
which during the incubation period full antirabies vaccination was 
given. In our case vaccination was not applied due to neglection of fox 
bite accident. The second distinguishing element of our case is the 
presence of posttraumatic hydroma which complicated the clinical 
picture.

Both these factors could influence the neuropathology of the case, 
characterized by extensive cortical degenerative changes and neuronal 
loss, almost total disappearance of Purk in je  cells, extensiveness of 
inflammatory process and neuronal cytoplasmic inclusion bodies.

Homogenously eosinophilic cytoplasmic inclusion bodies, could be 
classified in their great majority  as lyssa bodies. Only small proportion 
of them contained, difficult of visualize, m inute basophilic granules 
typical for actual Negri bodies. However, it is worth to mention that 
Matsumoto (1970), Leech (1971) and Joo Ho Sung et al. (1976) on the 
ground of electron microscope studies consider Negri bodies and lyssa
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Fig. 11. Intracytoplasmic inclusion body with an equal distribution of osmophilie
granular material. X 9.000.

Rye. 11. Śródplazmatyczne ciało wtrętowe o równomiernym rozkładzie mate
riału osmofilnego. Pow. 9.000 X.

Fig. 12. Intracytoplasmic inclusion body with a large central rarefaction of its
structure. X 16.000.

Rye. 12. Sródplazmatyczne ciało wtrętowe z rozległym centralnym rozrzedzeniem 
materiału osmofilnego. Pow. 16.000 X.
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f ig.  13. Perinuclear localization of inclusion body with unequal distribution of 
granular osmophilic material. X 7.000.

Rye. 13. Okołojądrowe położenie ciała wtrętowego z nierównomiernym rozkła
dem ziarnistego materiału osmofilnego. Pow. 7.000 X.

Fig. 14. Nuclear membrane disrupted (arrows) in the immediate vicinity of the 
neighbouring intracytoplasmic inclusion body. X 5.000.

Rye. 14. Uszkodzenie otoczki jądrowej (strzałki) w bezpośrednim sąsiedztwie ciała
wtrętowego. Pow. 5.000 X.
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bodies as principally identical structures, the only difference consisting 
in the am ount of viral particles. The s truc tu re  responsible for the pre
sence of cytoplasmic inclusions according to Matsumoto (1970) is fibrilla
ry  m atrix, being the site of virus replication. Typical Negri body is com
posed of m atrix aggregations within neuronal cytoplasm, on the back
ground of which there  occur typical buller-shaped virions and/or 
tubular structures opened on both ends toward the m atrix  (Miyamoto, 
Matsumoto, 1965; Garcia-Tamayo et al., 1972; De Brito et al., 1973; 
Joo Ho Sung et al., 1976). In addition, Leech (1971) described within 
the structure  of Negri body, filamentous rod-like and microtubule-like 
profiles, which he considered to correspond to viral nucleoprotein, analo
gues to that found by Hummler et al. (1968) in their virological study.

Structures found in our case distinguish from those described above 
by their inner structure  and lack of viral particles. They are identical 
in their nature  with the structures observed in experimental material 
by Hottle et al. (1951) and Lépine and Croissant (1951) as well as in 
hum an case by Morecki and Zimmerman (1969). They are also similar, 
except the lack of evident viral particles, to those presented by Leech 
(1970). It is worth of being noted, tha t  in all those cases, the material 
for electron microscope studies was originally fixed in formalin and 
in the m ajority of instances embedded in paraffin. Therefore it would 
seem acceptable to consider s tructures found in our case as Negri or 
lyssa bodies, altered due to unproper fixation and processing. Such an 
interpretation is weakened by simultaneous occurrence of structures 
identical with ours with typical m atrix  aggregations containing viral 
particles found in the case of Morecki and Zimmerman (1969). More
over, the authors insisted that only the former structures correspond 
to Negri bodies seen in the light microscope, the latter  being not visu
alized. They support their view point by emphasizing the lack of Negri 
bodies in experimental animals infected with fixed strain  of virus.

In the light of these discrepancies the question arises as to the nature 
of structures seen in our case. They were found (similar as in a case 
of Morecki and Zimmerman, 1969) in a case with immunologically con
firmed rabies infection, and with no doubt they correspond to cyto
plasmic inclusions, seen in the light microscope. Several possibilities are 
to be taken into consideration. They m ay represent structures entirely 
independent of Negri and lyssa bodies, they can correspond to lyssa 
bodies being different in nature from Negri bodies, or finally they may 
be considered as altered  Negri bodies due to unproper fixation and 
processing. The la tter  possibility seems to be supported by their general 
similarity to the structures described by Leech (1971), as accurate ultra-
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structure  of virions in his material is difficult for interpretation. The 
possibility that they represent a certain stage in Negri body evolution 
cannot be excluded. This concept finds its support in a prolonged 
disease duration in our case, as compared with all those hum an cases 
in which fine s tructure  of inclusions was identical with tha t  observed 
in experimental animals.

M. J. Mossakowski, I. B. Zelman, T. Majdecki

PRZYPADEK WŚCIEKLIZNY. OBRAZ MIKROSKOPOWO-ELEKTRONOWY
CIAŁEK NEGRIEGO

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

Przedstawiono przypadek wścieklizny, rozpoznanej przyżyciowo na podstawie 
badań immunopatologicznych i wirusologicznych biopsyjnego materiału mózgowe
go.

Przypadek wyróżniał się 20-dniowym przebiegiem klinicznym, a w obrazie 
patomorfologicznym rozległością procesu zapalnego obejmującego praktycznie 
wszystkie struktury ośrodkowego układu nerwowego, zwoje międzykręgowe i ner
wy obwodowe. Cechą znamienną przypadku była niezwykła obfitość pojedynczych 
i mnogich ciał wtrętowych, występujących w  neuronach kory mózgu, pnia móz
gowego, rdzenia kręgowego i zwojów międzykręgowych. Ciała te na podstawie 
cech histologicznych uznano za typowe ciałka Negriego i ciałka wścieklizny.

W obrazie mikroskopowo-elektronowym składały się one z macierzy o umiar
kowanej gęstości elektronowooptycznej i gęstych ziarnistości osmofilnych. Ciała 
te nie miały błony otaczającej, a ich strukturę wewnętrzną charakteryzowało 
znaczne zróżnicowanie rozkładu ziarnistego materiału osmofilnego, prowadzące 
niekiedy do występowania struktur obrączkowatych. Zwracał uwagę ścisły kon
takt ciał wtrętowych z jądrami komórkowymi. Zarówno w  obrębie ciał wtręto
wych jak i poza nimi nie spostrzegano obecności wirionów.

М. Я. Моссаковски, И. Б. Зельман, Т. Майдецки

СЛУЧАЙ БЕШЕНСТВА.
ЭЛЕКТРОН-МИКРОСКОПИЧЕСКАЯ КАРТИНА ТЕЛЕЦ НЕГРИ

Р е з ю м е

Представлен случай бешенства, установленный прижизненно на основании 
иммунопатологических и вирусологических исследований биопсийного материала 
мозга.

Случай отличался 20-дневным клиническим течением, а в патоморфологи
ческом плане — обширностью воспалительного процесса охватывающего прак
тически все структуры центральной нервной системы, межпозвоночные ганглия 
и периферические нервы. Характерным свойством случая было необычайное 
изобилие отдельных и многочисленных включений, находящихся в нейронах 
коры мозга, ствола мозга, спинного мозга и межпозвоночных ганглиев. Эти
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тельца, на основании гистологических свойств, оказались типиішыаіи тельцами 
Негри и тельцами бешенства.

В электрон-микроскопической картине они представляли матрикс с умерен
ной электрон-оптической плотностью и густой осмофильной грануляцией. Эти 
тельца не содержали окружающей оболочки, а их внутреннаая структура 
характеризовалась значительной дифференциацией распределения зернистого 
осмофильного материала, ведущей иногда к образованию перстневидных струк
тур. Обращал внимание плотной контакт телец включений q клеточными 
ядрами. Как в составе телец вклучений так и вне их не наблюдали наличия 
вирионов.
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TADEUSZ MAJDECKI

UTRASTRUKTURA CIAŁ WTRĘTOWYCH 
W GANGLIOZYDOZACH I CEROIDOLIPOFUSCYNOZIE

STRESZCZENIE PRACY HABILITACYJNEJ

Zespół Neuropatologii Centrum Medycyny Doświadczalnej i Klinicznej PAN

Gangliozydozy i ceroidolipofuscynoza należą do metabolicznych cho- 
lób OUN. Charakteryzują się one genetycznie uw arunkowanym  zabu
rzeniem przemiany lipidów, które prowadzi do ich nieprawidłowego 
gromadzenia się w komórkach nerwowych. Wspólny dla obydwu ze
społów chorobowych proces spichrzania lipidów sprawił, że do połowy 
lat sześćdziesiątych bieżącego stulecia gangliozydozy i ceroidolipofus
cynoza były uważane za różne zespoły i postaci rodzinnej idiocji amau- 
rotyeznej. Dopiero badania biochemiczne pochodzące z lat sześćdzie
siątych i siedemdziesiątych pozwoliły na wyodrębnienie gangliozydoz 
i ceroidolipofuscynozy.

W zależności od rodzaju spichrzanego gangliozydu wyróżnia się gan
gliozydozy GM 2 i GMi, z których pierwsza uw arunkowana jest niedo
borem aktywności heksozaminidazy A, druga zaś beta-galaktozydazy. 
W ceroidolipofuscynozie w spichrzanym materiale  zidentyfikowano ce
roid i lipofuscynę, nie wykazano natomiast zmian w zawartości i skła
dzie lipidów OUN. Przyczyna i patomechanizm odkładania lipopigmentu 
są nie wyjaśnione. Wspólnym wykładnikiem patomorfologicznym dla 
gangliozydoz i ceroidolipofuscynozy jest występowanie w cytoplazmie 
komórek OUN ciał wtrętowych charakteryzujących się znacznym zróż
nicowaniem u ltrastruk tury .

Pomimo istotnego znaczenia diagnostycznego badań biochemicznych, 
w poznaniu patogenezy neurolipidoz podstawowe znaczenie ma bada
nie mikroskopowo-elektronowe. Szereg zaś zagadnień o istotnej w ar
tości praktycznej i poznawczej pozostał nadal nie wyjaśniony.

Celem pracy była ocena przydatności diagnostycznej mikroskopowo- 
-elektronowego badania kory mózgu w przypadkach gangliozydoz i ce-
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roidolipofuscynozy, próba wyodrębnienia istotnych cech u ltrastruk tu-  
ralnych dla ich przyżyciowego różnicowania oraz określenie wartości 
tego badania dla oceny zaawansowania procesu chorobowego. Poza tym 
wytyczono sobie za cel określenie udziału elementów pozaneuronal- 
nych OUN w procesie spichrzania i określenie morfogenezy wtrętów 
cytoplazmatycznych w komórkach mózgu w przypadkach gangliozydoz 
i ceroidolipofuscynozy.

MATERIAŁ I METODY

B i o p s y j n y  m a t e r i a ł  l u d z k i :  Do badań wykorzystano po
brane przyżyciowo drogą biopsji wycinki kory mózgu w 17 przypad
kach dzieci, u których rozpoznano genetycznie uwarunkowaną chorobę 
metaboliczną OUN. Na podstawie obrazu klinicznego, wyników badań 
biochemicznych i rutynowego badania neuropatologicznego rozpoznano 
w 7 przypadkach gangliozydozę GM2, w 3 przypadkach gangliozydozę 
GMi oraz w 7 przypadkach ceroidolipofuscynozę.

M a t e r i a ł  d o ś w i a d c z a l n y :  Doświadczenia przeprowadzono na 
szczurach, którym przez okres 6 miesięcy podawano Arechin (chloro- 
q u in u m  diphosphoricum),  po czym z mózgu zwierząt doświadczalnych po
bierano bloki tkankowe do badania w mikroskopie elektronowym.

Materiał do badań mikroskopowo-elektronowych, tak biopsyjny u lu
dzi, jak i doświadczalny, przeprowadzano i barwiono w sposób rutyno
wy. Zdjęcia wykonywano w mikroskopie elektronowym JAM 7A.

WYNIKI 

B io p sy jn y  material  ludzki

W przypadkach gangliozydozy GM 2 i charakterystyczną cechą cy- 
toplazmy komórek nerwowych było występowanie licznych, regular
nych, okrągłych lub owalnych ciał wtrętowych wypełnionych s truk tu
rami błoniastymi i gęstym elektronowo materiałem drobnoziarnistym. 
Wyróżniono następujące rodzaje ciał wtrętowych: typ I — w tręty  okrą
głe zbudowane z koncentrycznie ułożonych s truk tu r  błoniastych, oto
czone miejscami widoczną pojedynczą błoną. Poszczególne blaszki tych 
wtrętów składały się z błon elementarnych; typ IA — rzadziej wystę
pujące owalne w tręty  wypełnione strukturam i błoniastymi o układzie 
błon zbliżonym do prostolinijnego; IB — w tręty  mieszane, zawiera
jące równocześnie s truk tu ry  błoniaste o przebiegu okrężnym lub pro
stolinijnym; typ IC — w tręty  zawierające oprócz s truk tur  błoniastych 
jednorodny materiał drobnoziarnisty; typ II — w tręty  o cechach typo
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wych ciał gęstych, najczęściej umiejscowione na obwodzie dużych sku
pisk cytoplazmatycznych ciał wtrętowych.

W wypustkach nerwowych obserwowano niekiedy w tręty  ze s truk
turam i błoniastymi o okrężnym lub prostolinijnym przebiegu. Takie 
same ciała wtrętowe sporadycznie występowały w synapsach. W astro- 
cytach obserwowano wtręty  najczęściej wypełnione strukturam i pę
cherzykowymi, czasem zawierały one chaotycznie rozłożone struk tury  
błoniaste lub o układzie zbliżonym do okrężnego lub prostolinijnego. 
Rzadziej występowały ciała lipofuscynopodobne i typowe ciała gęste. 
W cytoplazmie komórek śródbłonka i pericytów naczyń włosowatych 
obserwowano ciała lipofuscynopodobne, ciała zawierające s truk tury  pę
cherzykowe i błoniaste o okrężnym lub prostolinijnym układzie.

Ustalono, że w przypadkach gangliozydozy GM 2 i GMi stałym i na j
liczniejszym typem ciał w trętowych w cytoplazmie komórek nerwo
wych, niezależnie od czasu trwania procesu chorobowego, są błoniaste 
ciała cytoplazmatyczne o okrężnym układzie błon. W tręty  z m ateria
łem mieszanym i z prostolinijnym układem błon oraz w trę ty  w w ypu
stkach komórek nerwowych i w synapsach występowały częściej w przy
padkach starszych dzieci, z dłuższym przebiegiem choroby. U tych pa
cjentów liczniej występowały również w tręty  w cytoplazmie astrocy- 
tów, komórek śródbłonka i pericytów naczyń włosowatych.

W przypadkach ceroidolipofuscynozy znamienną cechą cytoplazmy 
komórek nerwowych była obecność licznych, wielopostaciowych, różnej 
wielkości wtrętów cytoplazmatycznych. Na podstawie cech ultrastruk- 
tu ra lnych  wyróżniono następujące typy wtrętów: 1) w tręty  skrętno- 
linijne zbudowane ze splątanej sieci błon; 2) w tręty  zawierające deli
katne s truk tu ry  błoniaste tworzące obraz linii papilarnych; 3) w tręty  
zawierające materiał drobnoziarnisty lub jednorodny gęsty elektrono
wo.

We wszystkich wymienionych powyżej wtrętach, otoczonych miej
scami widoczną pojedynczą błoną, obserwowano różnie liczne wod- 
niczki wypełnione jednorodnym materiałem o małej gęstości elektro
nowej. W odróżnieniu od gangliozydoz, w których wszystkie rodzaje 
charakterystycznych dla nich ciał w trętowych występowały w każdym 
przypadku, w ceroidolipofuscynozie poszczególne przypadki charakte
ryzowała obecność jednego, dwóch, a bardzo rzadko trzech rodzajów 
wtrętów  nagromadzonych w cytoplazmie komórek nerwowych.

W niektórych przypadkach ceroidolipofuscynozy obserwowano po
nadto błoniaste ciała cytoplazmatyczne o okrężnym lub prostolinijnym 
układzie błon, podobne do występujących w gangliozydozach. Obser
wowano je zawsze pojedynczo, wśród w trętów typowych dla ceroido-
N e u r o p a t o l o g i a  P o l s k a  — 11
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lipofuscynozy. Dodatkowy rodzaj wtrętów reprezentowały typowe ciała 
gęste.

W wypustkach komórek nerwowych ciała wtrętowe obecne były 
w przypadkach ceroidolipofuscynozy bardzo rzadko, znacznie rzadziej 
niż w przypadkach gangliozydoz. Charakteryzowało je podobieństwo 
do wtrętów występujących w perikariach neurocytów. W synapsach 
nie obserwowano wtrętów.

W tręty w cytoplazmie astrocytów w przypadkach ceroidolipofuscy
nozy zawierały m ateriał o obrazie mikroskopowo-elektronowym po
dobnym do występującego we wtrętach cytoplazmy neurocytów, tak 
samo jak w cytoplazmie komórek śródbłonka i pericytów naczyń wło
sowatych. Przeważał wśród nich materiał lipofuscynopodobny.

Materiał doświadczalny

Charakterystyczną cechą doświadczalnej fosfolipidozy było występo
wanie wtrętów w cytoplazmie komórek nerwowych. Były to różno- 
kształtne, zazwyczaj okrągłe twory z jednorodną, drobnoziarnistą m a
cierzą, bardzo często zawierające zmienną ilość pojedynczych lub zgru
powanych s truk tu r  błoniastych zbudowanych z błon elementarnych. 
W tręty zawierające s truk tury  błoniaste o okrężnym układzie przypo
minały błoniaste ciała cytoplazmatyczne występujące w przypadkach 
gangliozydoz. Rzadko obserwowano w trę ty  lipofuscynopodobne.

Skupiska m ateriału błoniastego o układzie zbliżonym do prostolinij
nego spotykano sporadycznie w zbiornikach siatki śródplazmatycznej, 
natomiast znacznie częściej leżał on wolno w cytoplazmie komórki n e r 
wowej. W wypustkach nerwowych ani w synapsach nie stwierdzono 
obecności wtrętów.

Astrocyty często wykazywały cechy obrzmienia i rzadko zawierały 
materiał lipofuscynopodobny. Materiał taki sporadycznie obserwowano 
w cytoplazmie komórek śródbłonka i pericytów naczyń włosowatych.

OMÓWIENIE

Analiza u ltras truk tu ry  złogów występujących w cytoplazmie komó
rek kory mózgu w dwu różnych typach chorób spichrzeniowych OUN 
wykazała pełną odrębność obrazu mikroskopowo-elektronowego gan
gliozydoz i ceroidolipofuscynozy, pozwalającą na diagnostyczne różni
cowanie obydwu procesów. Przypadki gangliozydozy GM 2 i Gnu różniące 
się od siebie zarówno rodzajem spichrzanego gangliozydu jak i enzy
mem niedoborowym mają zasadniczo podobny obraz mikroskopowo- 
--elektronowy.
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Obydwa rodzaje gangliozydoz charakteryzują  się znaczną jednorod
nością u ltrastruk tury  ciał w trętowych w neuronach i znaczną róż
norodnością wtrętów astrocytarnych. Natomiast dla ceroidolipofuscy- 
nozy znamienna jest różnorodność u ltrastruk tura lnych  ciał wtrętowych 
występujących w komórkach nerwTowych i glejowych kory mózgu.

Wiodącą cechą u ltrastruk turalną  przypadków gangliozydoz było wy
stępowanie w cytoplazmie w trętów zbudowanych z okrężnych s truk 
tu r  błoniastych. Twory te tym  różnią się od ciał resztkowych opisa
nych przez De Duve’go (1963), że w przeważającej większości zawie
rają s truk tu ry  zbudowane z błon elem entarnych o regularnym  układzie. 
Podczas gdy w ciałach resztkowych zawarty jest materiał różnorodny 
pod względem chemicznym i morfologicznym, to w błoniastych ciałach 
cytoplazmatycznych dominuje gangliozyd, który  jako jednorodna sub
stancja lipidowa ma charakterystyczną postać wieloblaszkową. Fakt, 
że budowa taka odpowiada gangliozydom wykazał in vitro  Samuels 
i wsp. (1964). Gromadzenie się w lizosomach substancji chemicznych 
w formie niestrawionej uwarunkowane jest niedoborem określonego 
enzymu hydrolitycznego.

Prześledzenie różnych postaci w trętów występujących w komórkach 
nerwowych w przypadkach gangliozydoz pozwoliło na określenie mor- 
fogenezy błoniastych ciał cytoplazmatycznych. W stadiach początko
wych są to twory otoczone pojedynczą błoną, wypełnione materiałem 
drobnoziarnistym. Stopniowo ich macierz wypełniają s truk tu ry  błonia
ste nawarstwiające się od obwodu w trętu. Taki tok tworzenia się bło
niastych ciał cytoplazmatycznych potwierdza centralne położenie ziar
nistego ,J ą d ra ” oraz okrężny układ błon, k tóre we wtrętach z nie
licznymi strukturam i błoniastymi są najczęściej umiejscowione na 
obwodzie. Podobny tok tworzenia się błoniastych w trętów cytoplazma
tycznych wykazano w doświadczalnej fosfolipidozie wywołanej dwu- 
fosforanem chlorochinoliny.

Przyjm ując lizosomalny rodowód błoniastych w trętów cytoplazma
tycznych należy oczekiwać pierwotnego gromadzenia się lipidu w siat
ce śródplazmatycznej i w aparacie Golgiego. W materiale własnym spo
radycznie tylko stwierdzano w bliskim sąsiedztwie strefy Golgiego roz
szerzone zbiorniki otoczone pojedynczą błoną cytoplazmatyczną zawie
rające delikatne s truk tury  błoniaste z cechami spichrzanego materiału. 
Brak innych związków między spichrzanym materiałem i siatką śród- 
plazmatyczną można wiązać z faktem, że wszystkie przypadki znajdo
wały się w zaawansowanym okresie procesu patologicznego. W do
świadczalnej fosfolipidozie u szczurów, która może stanowić model 
wczesnego stadium procesu spichrzania lipidów również tylko wyjątko
wo obserwowano materiał błoniasty o układzie zbliżonym do prostoli
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nijnego, otoczony odcinkowo błoną cytoplazmatyczną. Wobec sporadycz
nie spotykanych cech morfologicznych mogących wskazywać na wczesne 
gromadzenie się złogów w zbiornikach siatki śródplazmatycznej nie moż
na uznać tej drogi tworzenia się wtrętów za jedyną. Przemawiają za 
tym obserwacje wskazujące na znacznie częstsze gromadzenie się spich- 
rzanego materiału  w postaci wolno leżącej w cytoplazmie komórki, 
przemawiające za powstawaniem w tych miejscach ciał wtrętowych 
de novo.

Poza wspólnymi cechami w przypadkach gangliozydoz zaobserwo
wano różnice dotyczące przede wszystkim ilości poszczególnych typów 
wtrętów cytoplazmatycznych w komórkach kory mózgu. Stwierdzono, 
że mniej dynamiczny przebieg procesu patologicznego wyrażający się 
dłuższym przeżyciem chorego znajduje wykładnik morfologiczny w czę
stszym występowaniu ,,niedojrzałych” wtrętów cytoplazmatycznych za
wierających oprócz s truk tu r  błoniastych materiał drobnoziarnisty. Nie
dojrzałe w trę ty  przeważały także w doświadczalnej fosfolipidozie, cha
rakteryzującej się również małą dynamiką procesu patologicznego.

Stosunkowo mała liczba ciał wtrętowych w wypustkach i wręcz zni
koma w synapsach w porównaniu z ich obfitością w cytoplazmie neu- 
rocytów sugeruje, że są one „transportowane” z okolic perikarialnych. 
Nagromadzenie ciał wtrętowych w wypustkach komórek nerwowych 
w przypadkach gangliozydozy GM2 zwiększało się wraz z wiekiem cho
rych i czasem trwania procesu patologicznego, stanowiąc wykładnik 
zaawansowania tego ostatniego.

W przypadkach gangliozydoz mimo podobieństw u ltrastrukturalnych  
niektórych w trętów  cytoplazmy astrocytów i neurocytów w zdecydo
wanej większości różniły się one między sobą. Porównanie u ltrastruk- 
tu ry  spichrzanego m ateriału w cytoplazmie neurocytów i komórek gle
jowych sugeruje, że "Mręty cytoplazmatyczne astrocytów stanowią sfa- 
gocytowany materiał pochodzący z komórek nerwowych. Wskazuje na 
to między innymi największe nagromadzenie ciał wtrętowych w tzw. 
astrocytach satelitarnych jak również fakt, że ilość wtrętów w astrocy- 
tach jest zawsze mniejsza niż w cytoplazmie komórek nerwowych. Pod
stawowym elementem wskazującym na odrębność mechanizmu gro
madzenia się w trętów w astrocytach i neurocytach jest ich odmienna 
u ltrastruk tura . Cechą charakterystyczną, właściwą tylko glejowym cia
łom wtrętowym  w gangliozydozach, była ich tendencja do łączenia 
się ze sobą w większe konglomeraty oraz występowanie złogów lipo- 
fuscynopodobnych.

U ltras truk tu ra  i wyniki biochemicznych badań wtrętów cytoplazma
tycznych astrocytarnych wskazują na ich lizosomalny rodowód. Wy
daje się, że układ lizosomalny astrocytów spełnia w sposób pośredni
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wspomagającą rolę w procesie rozkładu gangliozydów nagromadzonych 
w cytoplazmie komórek nerwowych z niewydolnym układem enzyma
tycznym lizosomów. Wykładnikiem wtórnej czynności trawiennej ko
mórek glejowych może być obecność w ich wtrętach m ateriału  z reszt
kami s tru k tu r  błoniastych.

Materiał lipofuscynopodobny w astrocytach częściej obserwowano 
w przypadkach o bardziej dynamicznym przebiegu choroby. Jego obec
ność prawdopodobnie nie ma bezpośredniego związku z pierwotnym  za
burzeniem metabolizmu, ale jest morfologicznym wyrazem wyrodnie
nia komórki. Odnosi się to również do ciał w trętowych w cytoplazmie 
komórek śródbłonka i pericytów naczyń włosowatych.

Przypadki ceroidolipofuscynozy charakteryzowało występowanie neu- 
ronalnych wielopostaciowych ciał wtrętowych, zawierających m ateriał
o zróżnicowanej budowie u ltrastrukturalnej.  Obserwowano w tym  sa
m ym  przypadku, w pojedynczej komórce nerwowej, a nawet we w trę
cie różne typy złogów. Przemawia to za brakiem swoistości mikrosko- 
powo-elektronowych cech spichrzanego m ateriału dla poszczególnych 
przypadków ceroidolipofuscynozy, jak również za morfologicznym, 
a prawdopodobnie również morfogenetycznym, pokrewieństwem w trę
tów neuronalnych w ceroidolipofuscynozie.

Niezależnie od różnic u ltrastrukturalnych, we wszystkich w trętach 
występowały, w różnym stopniu zaznaczone, wspólne cechy. Wszystkie 
ciała wtrętowe były otoczone pojedynczą błoną, często zawierały „krop
le tłuszczu”, a macierz wtrętów wypełniał materiał gęsty elektronowo, 
jednorodny, ziarnisty lub błoniasty. Wymienione cechy wskazują na 
morfologiczny związek wtrętów z ceroidem lub lipofuscyną i równo
cześnie przemawiają za ich lizosomalnym pochodzeniem. Potwierdzają 
to badania Siakotosa (1972), który ujawnił obecność hydrolaz lizoso- 
malnych w wyizolowanych wtrętach w przypadkach ceroidolipofuscy
nozy. Obraz mikroskopowo-elektronowy wtrętów w przypadkach ceroido
lipofuscynozy sugeruje, że powstają one w następstw ie łączenia się ze 
sobą typowych ciał gęstych. Ten rodzaj morfogenezy decyduje o jednej 
z podstawowych cech u ltrastrukturalnych, różniących w trę ty  neuro- 
nalne w ceroidolipofuscynozie od błoniastych ciał cytoplazmatycznych 
występujących w gangliozydozach.

Porównanie u ltra s truk tu ry  materiału spichrzanego w poszczególnych 
przypadkach ceroidolipofuscynozy pozwala wątpić w istnienie ści
słych zależności między cechami mikroskopowo-elektronowymi w trę
tów i klinicznym przebiegiem choroby. O zróżnicowaniu u ltra s truk tu ry  
wtrętów w ceroidolipofuscynozie może decydować szereg czynników 
związanych z typem  spichrzającej komórki i jej właściwościami m eta
bolicznymi. Natomiast obecność pojedynczych wtrętów typowych dla
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gangliozydcz należy uznać za zjawisko bez istotnego znaczenia dia
gnostycznego, za wyraz nieswoistych, wtórnych zaburzeń przemiany 
komórkowej.

Mechanizm gromadzenia ciał wtrętowych w wypustkach komórek 
nerwowych jest prawdopodobnie taki sam w ceroidolipofuscynozie 
i w gangliozydozach, podobnie jak pochodzenie ciał wtrętowych w gle- 
ju oraz w komórkach śródbłonka i pericytach naczyń włosowatych. 
Jednakże uogólniony charakter procesu patologicznego nie pozwala 
jednoznacznie wyłączyć możliwości, że stanowią one wyraz pierwot
nie zaburzonego metabolizmu.

Obecność neuronalnych wtrętów, podobnych do błoniastych ciał cy
toplazmatycznych, obserwowano u szczurów po podawaniu dwufosfora- 
nu chlorochinoliny. Ze względu na odmienny patomechanizm, doświad
czalna fosfolipidoza nie jest jednak modelem gangliozydoz, ani ceroido- 
lipofuscynozy, ale stwarza najdogodniejsze warunki dla mikroskopo- 
wo-elektronowej oceny morfogenezy wtrętów w neurolipidozach.

WNIOSKI

1. Wartość diagnostyczna mikroskopowo-elektronowego badania m a
teriału biopsyjnego polega na możliwości zdecydowanego odróżnienia 
obydwu postaci neurolipidoz. Mimo możliwości wykorzystania do ce
lów diagnostycznych łatwiej dostępnych tkanek, korzyści wynikające 
z badania u l tra s truk tu ry  mózgu wiążą się z największym nasileniem 
procesu spichrzania w OUN.

a) Przypadki gangliozydozy GM2 i GMi mają bardzo podobne cechy 
u ltrastruk turalne  i nie dają się zróżnicować wyłącznie na podstawie 
badania mikroskopowo-elektronowego. Występujące w tych przypad
kach błoniaste ciała cytoplazmatyczne neurocytów nie są patognomo- 
niczne dla gangliozydoz. Sporadycznie mogą one występować również 
w ceroidolipofuscymoz-pe, przy czym w tych przypadkach nie mają istot
nego znaczenia diagnostycznego.

b) Mimo zróżnicowania u ltra s truk tu ry  w trętów  w ceroidolipofus
cynozie, które może wskazywać na odmienny typ zaburzeń, zawsze 
mają one różnie wyrażone cechy mikroskopowo-elektronowe lipofus- 
cyny. Obecność w cytoplazmie neurocytów licznych wtrętów z ma
teriałem skrętnolinijnym i/lub o wzorze linii papilarnych stanowi ce
chę decydującą o rozpoznaniu ceroidolipofuscynozy.

2. Występowanie w przypadkach gangliozydoz „niedojrzałych” form 
błoniastych wtrętów cytoplazmatycznych oraz obecność wtrętów w w y
pustkach komórek nerwowych i w synapsach stanowi wykładnik stop
nia zaawansowania choroby. Natomiast w przypadkach ceroidolipofus-
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cynozy cechy u ltrastrukturalne  w trętów neuronalnych są niezależne 
od fazy procesu patologicznego.

3. W trę ty  w cytoplazmie astrocytów w przypadkach gangliozydoz
i ceroidolipofuscynozy uznać należy za efekt fagocytozy m ateriału  po
chodzącego z neurocytów, a nie przejaw pierwotnego zaburzenia me
tabolizmu komórek glejowych. Udział układu naczyniowego w procesie 
spichrzania w gangliozydozach polega na gromadzeniu się zewnątrz- 
pochodnego materiału lipidowego w cytoplazmie komórek ścian na
czyń włosowatych. Takie samo jest prawdopodobnie pochodzenie zło
gów w komórkach śródbłonka i pericytów w przypadkach ceroidolipo
fuscynozy, chociaż istnieje możliwość, że stanowią one wyraz pierwot
nie uogólnionego procesu chorobowego.

4. Błoniaste ciała cytoplazmatyczne w gangliozydozach powstają przez 
nawarstwianie się s truk tu r  błoniastych od zewnątrz ku środkowi ciała 
gęstego. Taka sama jest morfogeneza podobnych w trętów  w neuro
nach w doświadczalnej fosfolipidozie wywołanej długotrwałym poda
waniem dwufosforanu chlorochinoliny. W przypadkach ceroidolipo
fuscynozy w tręty  cytoplazmy komórek nerwowych powstają na dro
dze łączenia się ze sobą ciał gęstych.

145 pozycji piśmiennictwa u autora.
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DZIAŁ KRONIKI I INFORMACJI

W dniu 24 września 1978 r. w przededniu Międzynarodowego Kongresu Neuro- 
patologicznego odbyło się w Waszyngtonie posiedzenie Rady Międzynarodowego 
Towarzystwa Neuropatologii.

Zebrani minutą ciszy uczcili pamięć zmarłej w bieżącym roku prof. Ewy 
Osetowskiej.

Po udzieleniu absolutorium ustępującemu Zarządowi dokonano wyboru no
wych władz towarzystwa na okres 4 lat, w następującym składzie:

Prezydent 
V ice-pr ezy denci

Sekretarz Generalny
Skarbnik
Członkowie

— prof. J. A. N. Corsellis (Wielka Brytania),
— prof. M. Finlayson (Kanada), doc. G. Gosztonyi (Wę

gry),
(ponadto vice-prezydentami są nadal wybrani przed 2 la
ty prof. M. J. Mossakowski (Polska), prof. J. Moossy 
(USA),
— prof. J. H. Adams (Wielka Brytania),
— prof. J. Ulrich (Szwajcaria),
— prof. A. Escobar (Meksyk), prof. R. Escourolle (Fran

cja), doc. M. Haltia (Skandynawia), prof. W. Wechsler 
(RFN),

(ponadto członkami pozostali nadal wybrani przed 2 laty
— prof. В. Bednarz (Czechosłowacja); prof. T. Yamamoto 
(Japonia).

Na członków Komitetu Nomenklaturowego wybrani zostali: dr K. Earle,
prof. M. Mossakowski, prof. F. Steitelberger, prof. O. Stochdorph.

Na posiedzeniu ustalono, że następny Międzynarodowy Kongres Neuropato- 
logiczny odbędzie się w Wiedniu w okresie od 5 do 10 września 1982 r.

Jako miejsce kolejnego Kongresu, którego termin przypada w r. 1986, w y 
brano Sztokholm.

W posiedzeniu z ramienia Stowarzyszenia Neuropatologów Polskich ucze
stniczyli prof. M. Mossakowski i prof. J. Dymecki.

W czasie trwania Kongresu odbyła się sesja specjalna, poświęcona przeszłości, 
teraźniejszości i przyszłości neuropatologii. Organizatorzy sesji, prof. J. A. N. Cor
sellis (Wielka Brytania) i prof. P. Sourander (Szwecja) podsumowali wyniki prze
prowadzonej wcześniej wśród członków Rady, reprezentujących poszczególne pań
stwa, ankiety na ten temat.

Uczestnicy sesji mówili o sytuacji kadrowej, metodach szkolenia, statusie 
prawnym neuropatologii jako specjalności oraz trudnościach w naborze nowych 
kadr i prowadzeniu badań neuropatologicznych w  krajach, które reprezentowali. 
Sytuację neuropatologii w Polsce przedstawił prof. M. Mossakowski.
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♦

*  *

W okresie przedwakacyjnym odbyły się dwa posiedzenia Zarządu Główne
go PTN.

Na posiedzeniu w dniu 27 maja 1978 omówiono sprawy organizacyjne, doty
czące Polsko-Węgierskiej Konferencji Neuropatologicznej, która ma się odbyć 
we wrześniu 1979 w Krakowie oraz planowanego na maj 1980 r. Polsko-Nie
mieckiego Sympozjum Neuropatologicznego w Berlinie.

Następnie ustalono plan pracy Zarządu w  obecnej kadencji. Przewiduje
on, że:

— na comiesięcznych zebraniach Stowarzyszenia przedstawiane będą prace 
doświadczalne oraz kliniczno-morfologiczne, a dwa razy do roku odbywać się 
będą sesje diagnostyczne. Konferencja ogólnokrajowa z udziałem gości zagranicz
nych planowana jest na rok 1981,

—• kontynuowane będą starania o poprawę stanu diagnostyki neuropatologi
cznej w skali krajowej, tzn. o tworzenie nowych placówek neuropatologicznych, 
rozwój kadry, powołanie specjalisty krajowego,

— organ Stowarzyszenia „Neuropatologia Polska” powinien, zdaniem Zarządu, 
ukazywać się w całości w językach kongresowych. Oddany do druku z inicjaty
wy Stowarzyszenia pierwszy polski podręcznik neuropatologii wypełni dotkliwą 
lukę w dziedzinie dydaktyki neuropatologicznej,

— rozszerzana będzie współpraca naukowa z Międzynarodowym Towarzy
stwem Neuropatologii oraz systematycznie rozwijane będą formy współpracy bi
lateralnej z różnymi towarzystwami krajowymi, głównie w formie wspólnych 
sympozjów i konferencji naukowych.

Na posiedzenie dnia 24 czerwca 1978 zaproszona została jako delegat Polskie
go Towarzystwa Patologów, prof. M. Kobuszewska-Farynowa.

Tematem dyskusji był problem aktualnego statusu prawnego neuropatologii 
jako specjalności w  Polsce, którego właściwe rozwiązanie stanowi istotny aspekt 
konkretnych działań, zmierzających do rozwoju kadry neuropatologicznej w skali 
krajowej. Prof. J. Dymecki przedstawił stanowisko Instytutu Psychoneurologicz- 
nego w tej kwestii stwierdzając, że w styczniu 1977 r. opracował dla Ministerstwa 
Zdrowia i Opieki Społecznej propozycję, która sprowadzała się do umożliwie
nia specjalistom I stopnia z neurologii, neurochirurgii i patomorfologii zdobycia 
specjalizacji neuropatologicznej po zrealizowaniu programu szkolenia w  dwu od
rębnych wariantach (jeden dla neurologów i neurochirurgów, drugi dla pato
morfologów). Jednakże założenia tej propozycji nie zostały uwzględnione w ro
zesłanych przez Departament Szkolnictwa i Nauki MZiOS w e wrześniu 1977 
projekcie nowych zasad uzyskiwania specjalizacji.

Prof. Kobuszewska-Farynowa, omawiając wydarzenia związane z  nieuznaniem 
przez MZiOS specjalizacji z zakresu neuropatologii kilku członków SNP pomimo 
zdanego przez nich w CMKP formalnego egzaminu, poparła projekt przedstawio
ny przez Instytut Psychoneurologiczny i zaproponowała dalsze konsultacje z De
partamentem Szkolnictwa i Nauki MZiOS w celu doprowadzenia do jego akcep
tacji. Jej zdaniem konsultacje powinny objąć również sprawę zapewnienia w ar
sztatów pracy i etatów dla neuropatologów oraz sprawę uwzględnienia w od
powiednich przepisach, stanowiska i zakresu kompetencji kierownika pracowni 
neuropatologicznej.
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Po dyskusji Zarząd ustalił następujące wytyczne, precyzujące stanowisko Stowa
rzyszenia wobec problemu statusu praw'nego specjalizacji z neuropatologii:

„Wobec znacznego deficytu krajowej kadry neuropatologicznej konieczne jest 
zniesienie administracyjnych barier, hamujących napływ młodych adeptów me
dycyny, pragnących poświęcić się pracy w tej specjalności, przy zachowaniu sta
łej troski o jakościowo wysoki poziom ich wyszkolenia. Dlatego Zarząd akcep
tując koncepcję jednoetapowości specjalizacji neuropatologicznej postuluje, aby 
specjalizacja I stopnia z neurologii, neurochirurgii lub patomorfologii uwzględ
niana była przy zaliczaniu stażu specjalizacyjnego. Celem zapewnienia właściwego 
poziomu szkolenia Zarząd proponuje akceptację programu przedstawionego przez 
Instytut Psychoneurologiczny. Aby zapewnić prawidłową realizację programu 
szkolenia, Zarząd postuluje utrzymanie stanowiska kierownika specjalizacji, a po
nadto proponuje powołanie specjalisty krajowego z zakresu neuropatologii ze 
ściśle sprecyzowanymi kompetencjami”.

Jerzy Dymecki
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