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FURTHER STUDIES ON THE PATHOPHYSIOLOGICAL
MECHANISMS OF POSTISCHEMIC BRAIN EDEMA DEVELOPMENT

Laboratory of Physiology and Pathology of the Cerebral Circulation,
I. Beritashvili Institute of Physiology, Georgian Academy of Sciences, Tbilisi, USSR
Head of the Laboratory: prof. dr G. I. Mchedlishvili

The brain edema is one of the most dramatic consequences of cerebral
ischemia (Waltz, 1973; Klatzo, 1975). It may 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 arterial 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 rate of the appearance of edema. (¢) the compensation
for the development of brain edema may 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
abhove-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 intravascular 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 that the preedemic changes appear primarily
in the cerebral tissue during considerable deficiency of blood supply
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166 G. 1. 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).

Preliminary surgical procedure. 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
artery 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 matter was kept intact until the begin-
ning of the experiment. Further, on the animal’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.

Monitored parameters. Blood pressure levels were recorded
in the following ‘regions of the circulatory system: (a) the systiemik
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 artery and the other — with the jugular vein. The reservoir
systems were filled with blood-substituting colloids containing fluids —
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either Polyglukin or Gelatinine (G. Mukhadze Institute of Hematology
and Blood Transfusion, Thilisi).

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 plate
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 may 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 rate
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 vary
because of accumulation of fluid (during development of edema) or its
decrease.

The concentration of sodium and potassium ions in the extracellular
fluid was monitored by the use of sodium and potassium ion-selective
electrodes which were placed on the surface of the parietal cortex.
The pNa electrode (produced by SKB AP, Thilisi) had a flat selective
glass membrane 5—6 mm in diameter and the pK-electrode had also
a flat selective valinomycin membrane 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-
-spinal fluid having the following basic content: K* — 1 mM, Na® —
148 mM, Cat®™ — 5 mM, CI- — 151.5 mM and HCO;~ — 14 mM. For
calibration the solutions were used in which K* was: 1, 10, 25, 50, 75
and 100 mM, pH — 7,3 and Na* was changed respectively: 148, 139,
124, 99, 74, and 49 mM, the isoosmolarity, thus, being maintained. The
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168 G. 1. Mchedlishvili et al. Nr 2

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

All the parameters under investigation were recorded on the Min-
gograf 81 (Elema, Sweden). Since not all the mentioned parameters
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 matter up to the lateral ven-
tricles, the samples were placed in a thermostat for evaporation of
water at 100°C until a constant weight was reached.

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

Experimental model of cerebral ischemia. 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 arte-
ries, representing the main pathway supplying the cerebral hemispheres
with blood, the collateral blcod supply of the latter from the ve.tebral
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 decreased to about
one fourth of its initial rate (Kapuscinski, 1974).

Test of brain resistance to development of
edema. 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 returned 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-
rameters was further elucidated by plotting them on the Cartesian
coordinates. In some experiments an X-Y recorder was simultaneously
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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 meant 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 meant that some active process had appeared
which caused withdrawal of blood from the brain vasculature and/or
of water 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 was 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 membrane function in the cerebral cortex.

RESULTS

In the course of the experiments, ie. before, during and following
brain ischemia, the systemic venous pressure was first raised from
4.0+0.5 mm Hg by about 150+ 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 that of its sudsequent 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.
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Ryc. 1. Zalezno$¢ liniowa miedzy obwo-
dowym (SVP) i mézgowym (CVP) cisnie-
/ niem zylnym u kroélikow.
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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 with 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 returned
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 that the amount of water 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 (P<<0.001).

*) 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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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.

Ryc. 2. Trzy przyklady wspoélzaleznosci miedzy zmianami obwodowego ci$nienia

zylnego (ASVP) i zmianami w poziomie powierzchni mézgu (ABrL), wyrazajacymi

zmiany objetosci moézgu, u krélika w normie (przed niedokrwieniem), podczas
niedokrwienia i po niedokrwieniu. Objasnienia w tekscie.

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/l
(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/l (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/l, i.e. 3.5 times more that during the intra-
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172 G. I. Mchedlishvili et al. Nr 2

vascular pressure increase in normal brains, while the concentration
of K* increased regularly by 48.5% 12.3 mEq/l (Fig. 4). These changes
evidenced a drastic disturbance in the function of cytoplasmic mem-
branes of the cellular elements of the cerebral cortex.

Mozg prawidlowy:
wzrost cisnienia

60+ wewnatrznaczyniowego
Normal brain:

Obrzek mozgu
Brain edema

— A increase of intra —
= @ vascular pressure
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I'ig. 3. Patterns of brain surface level
changes (ABrL) which reflected the
brain volume changes during the in- 60t
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.

Ryc. 3. Obrazy zmian poziomu po-
wierzchni mézgu (ABrL), odpowiada-
jacych zmianom objetosci moézgu w
normie przy podwyzszonym obwodo-
wym cisnieniu zylnym (ASVP) (linie
ciggle) i po powstaniu obrzeku moézgu
(linie przerywane). Krzywe przyblizo-
ne, na podstawie zapiséw z poszcze-
gélnych doswiadczen na krélikach.
Szczegbly w tekscie.

Fig. 4. Changes in tke 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.

Ryc. 4. Zmiany stezenia jondéw codu

i potasu w plynie zewngtrzkomoérko-

wym (ECF) kory moézgu krolika: (a)

po lewej prawidlowy mozg przy zwiek-

szonym ci$nieniu wewnatrznaczynio-

wym, (b) po prawej przy obrzeku moéz-
gu. Szczegbély w tekscie.

DISCUSSION

The method applied in the present study made possible to monitor
the most important physiological parameters necessary for a better
understanding of events related- to the development of brain edema.
The parameters were as follows: (a) The systemic arterial and venous
pressures, as well as the cerebral venous pressure, which could be either
changed arbitrarily or stabilized at any necessary level; (b) The intra-
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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; (¢) The brain
volume changes, which were continuously recorded, might reflect alte-
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 wa-
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 that 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 the
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 cm? 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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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/]l decreased to 126 mEq/l, i.e. by about 13 mEq/]
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 {luid, i.e. the
volume of the extracellular space was also increased by approximately
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
cf the blood volume in the cerebral vasculature.

When the brains were still normal (usually at 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 returns 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 intra- 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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G. 1. Mchedlishvili, L. S. Nikolaishvili, M. L. Itkis

DALSZE BADANIA PATOFIZJOLOGICZNYCH MECHANIZMOW
POWSTANIA OBRZEKU MOZGU W NASTEPSTWIE NIEDOKRWIENIA

Streszczenie

W doswiadczeniach przeprowadzonych na dorostych kroélikach przed, w czasie
i po niedokrwieniu trwajacym 15—20 min. badano zmiany objetosci moézgu (BrV)
przy powtarzajacym sie, kontrolowanym podwyzszeniu (o ok. 15 mm Hg) ukla-
dowego ci$nienia zylnego (SVP). Zmiany wymienionych parametréw w normie
zachodzily na ogél rownolegle, natomiast po niedokrwieniu w zapisach pojawiala
sie histereza. Histereza wskazywala na opoézinienie wyplywu krwi z ukladu zylne-
go mozgu oraz resorpcji wody z przestrzeni miedzykomérkowych tkanek moézgu.
Dane dotyczace znacznego przenikania wody z kapilar do tkanek moézgu, towarzy-
szgcego podwyzszeniu ukladowego cisnienia zylnego (SVP), a co za tym idzie
cisnienia wewmatrznaczyniowego, uzyskano z badania dynamiki jonéw Nat i K+
w plynie pozakomérkowym okolicy ciemieniowej kory mozgu. Oznaczenia te wy-
konywano przy pomocy elektrod jono-selektywnych. W warunkach normy proces
ten byl odwracalny, natomiast po niedokrwieniu nadmierna filtracja wody pro-
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176 G. 1. Mchedlishvili et al. Nr 2

wadzila w rezultacie do powstania obrzeku moézgu. Przypuszcza sig, ze zmiany
przedobrzekowe spowodowane niedokrwieniem sa wynikiem zmian mechanicznych
wlasciwosei mézgu i/lub zmian osmolarnosci jego tkanek.

T. U. Muepmmusuiayu, J. C. Huxkonamusuanu, M. J.. Utkuc

JTAJBHEVIIIUE UCCJIEIOBAHUSA ITATOPUIUOJIOTUYECKUX MEXAHU3MOB
PA3BUTUSA [TOCTUCXEMUYECKOI'O OTEKA T'OJJOBHOI'O MOS3TA

Pe3wome

B skcnepumenTax Ha B3POCHbIX KPOJMKaX [0, EO BpPeMs ¥ ITOCJE MCXEMMM TOJIOB-
HOTO MO3ra [JJIMTEJBHOCTBIO B 15—20 MMHYT wMcclenOBaluCh u3MeHeHus ob6bema
mo3ra (O6M) mnpM mNOBTOPAIIIMXCA TECTaX KOHTPOJMPYEMOrO NOBbILIEHUA (IpU-
MepHo Ha 15 MM pr.ct.) obuiero BeHo3noro aaBiienus (OBJ). M3ameneuus yKasaHHbIX
napaMeTpoB IIPOMCXOAuJM OOBIMHO IapaJjieJIbHO MOKa MO3r ObLI elre HOPMaJbHbIM,
HO TOCJle MCXeMuyu B rpacukKax MX 3aBUCUMMOCTM MOABJISJCA rucrepesuc. ITociennusi
yKasplBaJl, YTO IIPM STOM HaACTylaJla 3ajeplKKa JpeHa)a KPOBM M3 BEHO3HOI CO-
CYAMCTOJ CHMCTEMBbI MO3ra M 3ajJiepKKa pe3opdipm BOAbI U3 MEKKJIEeTOYHBLIX IIpO-
CTPAHCTB MO3rOBO) TKauu. O 3HaYUMTENbHOM (UIAbBTPAUMM BOABLI M3 KaNMIJISAPOB
B TKaHb MO3ra EO BpeMms nosbilienusa OBJl u, ciefoBaTeNbHO, BHYTPMUCOCYAUCTOTO
JlaBJIeHudA, CBUJETeNbCTBOBaNM wu3Menenus [Nat] u [Kt] B 9kcrpanenmonsapHoit
KUAKOCTM TEMEHHOJ) 06JacTu KOpbI TOJIOBHOTO MO3ra, KOTODPYIO OIpPEeIeNISsiAM C I10-
MOLIBI0O MOH-CEJIEKTUBHBIX 3JIEKTPOAOB. OTO fABJeHue O6b110 06paTMMbIM B HOpMalb-
HOM MO3ry, HO nocie ucxemuu rabmropanace u3bbiTOuHAs UABTPALUMUA BOJAbl B TKaHb
MoO3ra, NPMBOJAMBIIAA B KOHIle KOHIOB K Pa3BUTMIO ee OTeKa. lIpeamnoJiaraeTrcs, 4YTO
IpefoTeYHble M3MEHEHMA B MO3re, BO3ZHMKAKOIUIMEe B pe3yJbTaTe MCXEMUM, 3aKJII0-
YalTCA B M3MEHEHUAX MEeXaHMYECKMX CBOMCTB TKaHM MO3ra M (MiM) B M3MEHEHUAX
ee OCMOJIAPHOCTM.
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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 Thbilisi 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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D. G. BARAMIDZE

FUNCTIONAL BEHAVIOR OF THE PIAL MICROVASCULAR
MECHANISMS UNDER CONDITIONS OF CEREBRAL ISCHEMIA
AND SUBSEQUENT RECOVERY OF BLOOD SUPLLY
TO THE BRAIN

Laboratory of Physiology and Pathology of the Cerebral Circulation,
I. Beritashvili Institute of Physiology, Georgian Academy of Sciences, 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 arterial
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 arte-
ries, especially the smaller ones, that 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 arte-
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 mi-
crovascular behavior remained insufficient.

For a better understanding of the functional behavior of the mi-
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 Urethan (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. Further 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 mercury manometer,
or with a pressurized reservoir system through a cock permissing to
switch arbitrarily one or the other. A thick silk ligature was then
administered around the contralateral common carotid artery 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 mater 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 intra-
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
rate 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 um were studied in the present
work, the mean error of diameter measurements was evaluated. For
this purpose the fixed total microscopical preparations of the rabbits’
pia mater were used. At first the diameter of a number of pial arte-
ries was determined with the help of an ocular micrometer of the
microscope under magnification of 900 tirnes. Then the same blood vessels
were photomicrographed under the same conditions as in the in wivo
experiments, ie. 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 measurement 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
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studied further 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 arterial
microanastomoses (PAMA) and the precortical arteries (PCA), were stu-
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 s’teady state conditions the microvascular mechanisms be-
haved according to their structural and functional peculiarities (Fig. 1).
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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.

Rye. 1. Srednice réznych mikronaczyn w stalych warunkach przed rozpoczeciem

doswiadczenia: zwieracz oponowego odgalezienia tetniczego (SOPA), mikroanasto-

moza tetnicy oponowej (PAMA), tetnica przedkorowa (PCA), tetniczka oponowa
(PA). Po prawej schemat badanych mechanizméw mikronaczyniowych.

The SOPA, representing the initial segments of the branches of the
pial arteries which shoot off at right angles from the larger pial arte-
vies, had initial diameter ranging from 20—80 wm 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-
lely before the entering of the radial arteries into the cerebral cortex
had a range of the diameter from 20 to 60 um 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 PAMA connected the neighbouring terminal branches of the pial
arteries from which the majority of the PCA originated. The range
of the caliber of the PAMA was 15—80 pm in the present experiments.
The true PAMA 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 PAMA; (b) PCA are never offshooting
from the genuine PAMA; (c) the direction of the blood flow in the
PAMA may vary and their lumen changes considerably — down to
a complete switch off of the microvessel. Thus, the functional beha-
vior of the true PAMA differed tangibly from that of the SOPA and
the PCA: while the diameter of the latter microvessels changed compa-
ratively insignificantly (see above) the PAMA showed periodically
such a narrowing of their lumina that the microvessels became invi-
sible (Fig. 2). The periods of functioning of the PAMA 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 PAMA
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
diameter was dependent on the rate of the drop of the systemic arterial
pressure, the faster the latter the shorter the period of establishing the
new value of the diameter responses of the microvessels (Fig. 3).
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The changes of the vascular diameter of the microvessels under the
conditions of cerebral ischemia aie shown in Fig. 4. The majority of
pial arteries, of the SOPA, PAMA and PCA underwent 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 underwent constriction. In the course of a 15 minutes long
ischemia, in spite of ths fact that the hemodynamic conditions remain-
ed unchanged, there.was 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 number 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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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 (PAMA) (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 réznych reakcji zwieraczy oponowych odgatezien tetniczych (SOPA

— cze$¢ gorna), tetnic przedkorowych (PCA — cze$¢ srodkowa) i mikroanastomoz

tetnic oponowych (PAMA — cze$¢ dolna) w stosunku do wszystkich badanych

mikronaczyn podczas niedokrwienia mézgu i po niedokrwieniu (po przywroéceniu
doplywu krwi do mobzgu).
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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 fumctional 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 cempared to each other. The data are presented in Fig. 5 show-
ing that 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.
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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 mi-
crovascular responses against the initial vascular diameter was deter-
mined. Fig. 6 shows that 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.
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DISCUSSION

Following the discovery of the active microvascular mechanisms of
the pial arterial system in the early 1970s, they have been studied using
total microscopical preparations of pia mater fixed in vivo under diffe-
rent experimental conditions (Mchedlishvili, Baramidze, 1974; Mched-
lishvili et al., 1974, 1975; Baramidze, Mchedlishvili, 1975, 1977). The
present studies of the microvascular mechanisms in vivo, ie. of the
sphincters at the offshoots of pial arteries (SOPA), precortical arteries
(PCA) and pial arterial 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
vielded 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
rather 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 measured 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 majority 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 may 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 arrangement of the pial microvascular mechanisms makes it pos-
sible to control both the distribution of blood flow in the pial vascular
bed and the rate of blood supply to the very small regions of the ce-
rebral 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 artery is supplying a comparatively
small tissue area of the cerebral cortex: as it was shown earlier (Mched-
lishvili et al., 1974, 1975) 1 mm?2 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 ccnsiderable 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-
monstrated 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 mater 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.

Besldes 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 blcod 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
mm a great number of individual small focuses throughout the cerebral
cortex. And at last, an active constriction of the microvessels 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 majority 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 remained unehanged, representing
&n active response of the microvessels’ walls. It might 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 may accompany de-
ficiency of blood supply to the cerebral tissue (Mchedlishvili et al,
1976).

Along with the new data accumulated in the present study demon-
strating the functional behavior of the microvascular mechanisms in the
pial arterial 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 important problem
is the role of the pial microvascular mechanisms in the compensation
of the brain edema which appears primarily 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 further detailed research
of the functional behavior of the microvascular mechanisms in the pial
arterial system is necessary.

D. G. Baramidze

FUNKCJONOWANIE MECHANIZMOW MIKRONACZYNIOWYCH
OPONY MIEKKIEJ W WARUNKACH NIEDOKRWIENIA
I W OKRESIE PO NIEDOKRWIENIU

Streszczenie

Celem pracy bylo badanie zachowania sie mechanizméw mikronaczyniowych
regulujacych mikrokrazenie w korze moézgu — malych tetnic opony miegkkiej (PA),
zwieraczy oponowych odgalezien tetniczych (SOPA), tetnic przedkorowych (PCA)
oraz oponowych anastomoz tetniczych (PAMA) — w warunkach niedokrwienia
i w okresie po niedokrwieniu. W okresie niedokrwienia wiekszo$¢ badanych matych
naczyn ulegala rozszerzeniu, co w warunkach obnizonego cisnienia wewnatrz-
naczyniowego jest zapewne procesem czynnym i prawdopodobnie przeciwdziata-
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jacym uposledzeniu ukrwienia tkanek moézgu. Z drugiej strony obserwowano
skurcz niektérych drobnych naczyn — szczegblnie oponowych odgatezien tetniczych
i tetnic przedkorowych. W okresie po niedokrwieniu, tego rodzaju reakcje opono-
wych odgalezien tetniczych byly silniej wyrazone. Mozna sadzi¢, ze reakcja skur-
czowa naczyn moze by¢ odpowiedzialna za uszkodzenie niektérych obszaréw kory,
ale z drugiej strony moze ona prowadzi¢ do redystrybucji krwi do innych obszaréw
moézgu na zasadzie mechanizmu kompensacyjnego. Czynny skurcz oponowych
odgalezien tetniczych w okresie po niedokrwieniu moze byé takze uwazany za
kompensacyjng reakcje malych naczyn, prowadzaca do ograniczenia nadmierne-
go ukrwienia tkanek moézgu, co mogloby zapobiega¢ wystapieniu obrzeku.

J. I'. Bapamuaze

PYHKIIMOHUPOBAHUE IIMAJBHBIX MUKPOBACKYJIAPHBIX MEXAHU3MOB
IIPY UICXEMUM U ITOCJIEAYIOIIEM ITIOCTUCXEMMYECKOM
BOCCTAHOBJIEHMM KPOBOCHABZKEHUSA T'OJOBHOTO MOSITA

PeswmMme

Ilenbo wsacrosmiern paboTbl ABIANOCH M3yuyeHMe (PYHKUMOHAJIBHOTO IIOBEeJeHUA
MMKDPOBACKYJIAPDHBIX MEXaHU3MOB, PEeryJMpPYyMOIIMX MUKPOLUMPKYJIALMIO B KOpe T0JIOB-
HOTO MO3ra — MeJKuxX NImManbHbIXx aprepmit (ITA), cOMHKTEPOB OTBETBJEHMI NHUalb-
ubIx aprepuit (COITA), npekoptukanbHbIx apTepui (IIKA) m nmmanbHbIX aprepualib-
HBIX MMKpoaHacTomM030B (IIAMA) — KakK BO BpeMsa MCXeMMUM, TaK M B ITOCTUCXEM¥i-
yecKoM nepuose. Bo BpeMsa wucxemMuyu OOJBIIMHCTBO WM3Yy4YEHHBIX MMUKPOCOCYOB
MOABEPTaJOCh JAMiIaTalMyM, KOTOpasd B YCJIOBUAX YMEHBIIEHUA BHYTPUCOCYAMCTOTO
JaBlieHus, O4YEeBUAHO, Oblla AKTUMBHOM M HANPaBJIEHHOM Ha OrpaHuMyeHue aeduuurTa
KpoBocHabxkeHuss TKaHM TrojioBHoro mosra. C Apyroit CTOpOHBI, Oblla OTMe4YeHa KOH-
CTPUKIMA HEKOTOpPbIX MuKpococynos, ocobenno COITA u IIKA, B TO BpeMsa Kak
KoJanyecTBO noaobubix peakumit COITA yBeauumBajOCh B IOCTUCXEMMYECKOM II€pPUO-
ne. MOKHO IPEANOJIOKUTH, YTO INPU MCXEMUM STU KOHCTPUKTOPHBbIE peakuuyu SBJsA-
IOTCSA TIPUYMHOM ITOBPEXKJEHMII HEKOTOPhIX obJsiacTeit KOpbI, HO, C JAPYTOi CTOPOHBI,
OoHM MOryT ObITH HAIpaBJeHbI HA OTrPaHMYEHMEe KPOBOTOKA B OJHMX ydacTKax IJs
KOMIIEHCAUMM MCXEMMUYECKMUX M3MEHEeHM B APYrMxX objacTaAX TKaHM MO3ra. AKTUBHASA
koHcTpukuusa COITA B mocTMCXeMMYECKOM Nepuoze MOXKEeT TaKxKe TpaKTOoBaThCHd, Kak
KOMIIEHCAaTOpHasi MMKPOCOCyAMCTasi peakijis, HalpaBlieHHAs Ha OrpaHuvyeHue 1u3bbI-
TOYHOTO KPOBOCHAOMKEHMsI TKaHM MO3ra, NPenATCTBYIOLas Pa3BUTUIO B HEM OTeKa.
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CHANGES IN THE CONTENT OF CYCLIC 3’,5-AMP
IN THE BRAIN OF RABBITS UNDER CIRCULATORY HYPOXIA
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It has been show earlier that 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
already 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

Cerebral 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
1ce and 20 mg of the tissue was homogenized in 0,05 M HCl immedia-
lely after the termination of ischemia, then dansyl-chloride was added
and the mixture was incubated for 1.5 hr 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
3,5’'-AMP was photographed under ultraviolet. The amount of cyclic
3’,6’-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.
(1968), for phosphodiesterase — according to Butcher and Sutherland
11962). 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-
1ase activities. Our investigaticns have shown that 3 min ischemia pro-
duces an increase in the amount of cyclic 3”5-AMP both in the cerebral
cortex 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’,8-AMP in the cortex is maintained above the
noimal level. After restoraticm of the blood supply to the brain the level

* The authors express their gratitude to Z. T. Gordeladze who carried out
cxper.ments on animals in the Laboratory of Pathophysiology of Cerebrai Blcod
Circulation of I. Beritashvili Institute of Physiology, Georgian Academy of
Sciences.
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of cyclic 3’,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), study-
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-ef 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 phosphodicsterase, we have under-
taken simultaneous studies concerning the activity of both enzymes in the
cerebral cortex and cerebellum under conditions of brain ischemia.

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 noradieraline 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 chsngos i tho cyclic 37, 5~-AMP level and adenyl cyclase and phosphodiesterase ectivities during ischoemia and postischemic (pericd
mwoin velue of 5—6 experiments)
Tabela 1. Zmieny poziomu cyklicznego 3’, 5'-AMP orcz ektywaoéei eyklezy adenylowej i fosfodwuesterazy w czasie niedokrwienia i w okresie po
niedokrwieniu ($rednie wartosei z 5—6 doswiadezen)

Cyclic 3, 5 ~AMP pug/g tissue Adenyl cyclase ug/g tissue/min Phosphodiesterase ug/mg tissue/min
Cykliczny 3’, 5 ~AMP pug/g tkenki Cyklaza adenylowa ug/g tkanki/min  Fosfodwuesteraza ug/mg tkanki/min

Brain cortex Cerebellum Brain cortex Cerebellum Brain cortex Cerebellum
Kora moézgu Moézdzek Kora moézgu Moézdzek Kora moézgu Moézdzok
Control 15,214+1,15 15,94 +2,03 4,63-4-0,65 4,214-0,78 0,96 +0,08 0,154+0,02
Kontrola
Ischemia 3 min 22,43%+2,0 29,43* 42,38 5,024-0,82 5,6740,82 0,63* 40,09 0,23% 40,03
Niedokrwienie
Ischemia 15 min 20,42*+1,96 23,31* 42,23 4,83 +0,39 6,26 40,21 0,70*+0,08 0,25-+0,04
Niedokrwienie
Postischemia 30 min 24,69* 1,562 22,69* 1,97 5,744-0,14 4,484-0,67 0,85+0,10 0,33+0,04
Okres po nie-
dokrwieniu
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* Statistically significant difference from control (p<0.05)
* Réznica statystycznie znamienna (0<0,05)
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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-AMP 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
return 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 further 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.,
1974b). Taking into account the fact that phosphodiesterase in vitro 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 mem-
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 membrane-bound form of the enzyme may become
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an obstruction for the destruction of locally increased contents of
cyclic 3',5’-AMP. There are references in the literature that 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. Mg*" and Ca®*" ions
have a considerable influence cn 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 ZAWARTOSCI CYKLICZNEGO 3,5-AMP W MOZGU KROLIKOW
W WARUNKACH NIEDOTLENIENIA KRAZENIOWEGO
(NIEDOKRWIENIA)

Streszczenie

Badano wplyw niedotlenienia krgzeniowego w czasie niedokrwienia i w okre-
sie poniedokrwiennym na zawartos$¢ cyklicznego 3’,5’-AMP, aktywno$¢ cyklazy
adenylowej i fosfodwuesterazy w korze moézgu i w moézdzku kroélikow. W obu ba-
danych okolicach moézgu po 3-minutowej ischemii stwierdzano wzrost zawar-
tosci cyklicznego 3’,5’-AMP. W tych samych warunkach aktywno$¢ fosfodwueste-
razy w korze moézgu obniza sig, a w moézdzku wzrasta. 15-minutowe niedokrwie-
nie nie powoduje dalszych zmian w zawartosci cyklicznego AMP i w aktywnosci
enzymow.

Okres po niedokrwieniu charakteryzuje wzrost cyklicznego AMP w korze
moézgu i wazrost aktywnosci fosfodwuesterazy w moézdzku. Nie obserwowano wy-
raznych zmian w aktywnos$ci cyklazy adenylowej, jakkolwiek w okresie po nie-
dokrwieniu stwierdza  sie tendencje wzrostu aktywnosci tego enzymu. W korze
moézgu zmiany stezenia cyklicznego AMP s3 skorelowane ze zmianami aktyw-
nosci enzymoéw. W moézdzku takiej korelacji nie stwierdzono.
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H. H. Meauraypu, B. H. Yuxksaunsze

UBMEHEHME COJEPZKAHUSA INUKJIUYECKOUN 3,5-AME
B T'OJIOBHOM MO3I'Y KPOJIMKOB B YCJIOBUAX UIIIEMUU

Pe3womMe

Bp110 u3yuyeHo BIMAHMe UMPKYJIATOPHOM TUIIOKCHM (MILIEMMM) M TOCTMILIEMMM HA
M3MEHEHue coxepxanusa UMk 3',5'-AM®P, aKTMBHOCTM aJeHUIATIMKJIA3bl U occo-
AudcTepasbl B KOpe M MO3KedyKe TOJIOBHOTO MO3ra KpPOJuKOB. B 060ux yuacTKax
MO3ra IIpM TPEXMMHYTHOM MIIEeMuyu OOHAPYIKEHO yBEJIMUYEeHMEe COJAepXKaHUSA IUKJL
3,5-AM®P. B 3TuX XKe YCJIOBMAX AKTUBHOCTbL (pocoauscrepasbl B KOpe CHMUIKAETCH,
a B MO3Xe4ykKe yBejuuuBaercdA. IIATHaAUATMMMHYTHAsA MILIEMMUs HEe BBLI3bIBAeT Jallb-
HEAIIMX M3MEHeHMM B KouudecTBe IMKJI. 3',5-AMEP u akTMBHOCTM (DEPMEHTOB.

ITocTMiieMuyecKnt nepuos XapaKTepu3yeTcs yBelIMYeHUeM B KOpe MO3ra cojep-
XKanusa 1ukia. 3,5°-AMP, a B MO3xkKeuKe aKTuUBuUpyercsa ocdoamocrepasa. AJeHu-
JIATUMKJIa3a He BBbIABMIIA JOCTOBEPHBIX M3MEHEHUMM B AKTMBHOCTH, XOTA OOHADYyXU-
BaeTCA TeHJAeHUMA K yBeJIMYEHMIO aKTMBHOCTM B IIOCTUIIEMMYECKOM Iiepuoje. B xope
TOJIOBHOT'O MO3ra M3MeHeHMe KoJimdecTBa IuKJI. 3’,5-AM®P Koppeiupyer C u3MeHe-
HUEM aKTMBHOCTM (epMeHTOB. B MO3iKeuke Takasd Koppeisuus He Habiropaercs.
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ROMAN GADAMSKI

WPLYW NIEDOTLENIENIA HIPOKSYJNEGO
I NIEDOKRWIENIA NA AKTYWNOSC AChE W MOZGU SZCZURA
I CHOMIKA MONGOLSKIEGO (MERIONES UNGUICULATUS)

Zespét Neuropatologii Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN
Kierownik: prof. dr med. M. J. Mossakowski

Dostarczenie odpowiedniej ilosci tlenu do mozgu jest podstawowym
czynnikiem jego prawidlowego funkcjonowania. Intensywnos¢ proce-
sow oksydoredukeyjnych zachodzacych w tkance nerwowej warunkuje
wysokg wrazliwo$¢ OUN na niedotlenienie. Obnizenie zawartosci O, we
wdychanym powietrzu uruchamia fizjologiczne mechanizmy regulacji
przeplywu krwi przez naczynia mozgowe. Zapewniaja one prawidiowa
dostawe tlenu nawet przy znacznych zmianach pO, krwi tetniczej.
Utrzymanie prawidlowego przeptywu krwi w moézgu zalezy m.in. od po-
jemnosci wyrzutowej serca i ukladowego cisnienia krwi. Jednakze nie-
wydolno$¢ ukladu oddechowego i krgzenia wystepuje dopiero w cigz-
kich stanach hipoksji, w ktorych pO, krwi tetniczej spada ponizej war-
tosci krytycznej. Obserwowane w tych drastycznych warunkach zmia-
ny w potencjale energetycznym moézgu sa wiec skutkiem wtérnie roz-
wijajacego sie niedokrwienia (Ridge 1972, Siesjo i wsp. 1974). Pierw-
sze objawy zaburzen funkcji mozgu wystepuja juz we wczesnych sta-
diach hipoksji (przy pO, krwi tetniczej wyzszym od wartosci krytycz-
nej) i wyprzedzajg zmiany w poziomie zwigzkow wysoko energetycz-
nych z wyjatkiem fosfokreatyny (Schmahl i wsp. 1966, Siesjo i wsp.
1974).

Cigzsze zaburzenia w OUN w poréwnaniu z niedotlenieniem wywo-
fuje niedokrwienie. Wynikajg one ze znacznego uposledzenia lub za-
hamowania przeplywu krwi uniemozliwiajacego zaréwno odplyw me-
tabolitow (zakwaszenie) jak tez i prawidlowg dostawe do moézgu glu-
kozy i choliny oraz innych zwigzkoéw zapewniajgcych prawidlowy meta-
bolizm tkanki nerwowej.

Celem pracy bylo przesledzenie metodg histochemiczng aktywnosci
AChE w mozgu szczura i chomika mongolskiego w warunkach do-
$wiadczalnego niedotlenienia hipoksyjnego i niedokrwienia.
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MATERIAEL I METODY

Zmiany aktywnosci AChE w OUN badano w modelu doswiadczalnego
niedotlenienia i niedokrwienia. Ocene wplywu niedotlenienia hipoksyj-
nego na obraz histochemiczny AChE przeprowadzono u 36 szczurdéw
rasy Wistar, obu plci. Zwierzeta podzielono na dwie grupy obejmujgce
po 18 szczuréw. Szczury umieszczano (po dwa jednoczesnie) w ko-
morze hipoksyjnej o pojemnosci 3,5 1, przez ktora przepuszczano mie-
szanine o zmiennej zawartosci N, i O,. Procentowg zawarto$¢ poszcze-
golnych gazéw ustalano przy uzyciu przeplywomierza gazowego oraz
sprawdzano w analizatorze O,. Zwierzeta grupy I poddawano 30 min.
ekspozycji w mieszaninie gazowej zawierajacej 4% O, i 96% N, Na-
stepnie wyjmowano je z komory hipoksyjnej i pozostawiano na przezy-
cie w normalnych warunkach zwierzetarnianych. Szczury dekapitowa-
no w podgrupach obejmujgcych po 3 zwierzeta bezposrednio po wyje-
ciu z komory oraz po przezyciu 2, 4, 6, 24 i 48 godz. po niedotlenieniu.
Identycznie postepowano ze zwierzetami grupy II z ta réznica, ze pod-
dawano je 30 min. ekspozycji w mieszaninie zawierajacej 8% O, i 92% N.,.
Material do badan pobierano po takich samych okresach przezycia jak
w grupie pierwszej. Wyjete bezposrednio po dekapitacji mozgowia,
utrwalano przez noc w plynie Backera, a nastepnie cieto mikrotomem
mrozeniowym na skrawki grubosci 15 um. Aktywnos¢ AChE oznaczano
wg metody El Badawi i Shenka (1967) z uzyciem jodku acetylotiocho-
liny (BDH) jako substratu oraz iso-OMPA (amid kwasu czteroizopro-
pylofosforowego, Koch-Light) jako swoistego inhibitora butyrylocholi-
nesterazy. Ocene wplywu niedokrwienia na aktywnos¢ AChE przepro-
wadzono u 36 chomikéw mongolskich, ktérym w pelnej narkozie etero-
wej zaciskano lewe tetnice szyjng wspdlng na okres 15 min. W trakcie
utrzymywania zacisku zwierzeta wybudzaly sie z narkozy dzigki cze-
mu bezposrednio po wwolnieniu ich ze stolika operacyjnego miaty zdol-
no$¢ swobodnego poruszania sie. Do badan pozostawiano wylacznie te
osobniki, ktéore wykazywatly przymusowe ruchy obrotowe w te strone,
po ktérej byl zalozony zacisk. Tak wyselekcjonowane chomiki mon-
golskie, pozostawiano na przezycie w standardowych warunkach zwie-
rzetarnianych, a nastepnie dekapitowano w podgrupach zlozonych
z 3 zwierzat kazda bezposrednio po zdjeciu zacisku oraz po uplywie
2, 4, 6, 24 i 48 godz. Dalsze przygotowanie materialu sluzacego do
oceny histochemicznego odczynu na AChE przebiegalo identycznie jak
w grupie zwierzat poddanych niedotlenieniu. Material kontrolny sta-
nowily mozgi 3 szczuréw nie poddawanych zadnym zabiegom oraz
3 chomikow mongolskich dekapitowanych po uplywie 15 min. od mo-

http://rcin.org.pl



Nr 2 AChE w niedokrwieniu moézgu 203

mentu wykonania w narkozie eterowej cigcia skornego i odstonigcia
lewej tetnicy szyjnej wspodlnej, na ktéra nie zakladano zacisku.

WYNIKI

Obserwacje kliniczne

Szczury grupy I (30 min w atmosferze mieszaniny gazowej zawiera-
jacej 4% O, i 96% N,) przez pierwsze 5 do 10 min. przebywania w ko-
morze hipoksyjnej, wykazywaly pobudzenie ruchowe oraz przyspiesze-
nie akcji serca i oddechu. W ciggu nastepnych kilku minut objawy te
ustgpowaly i od tego momentu az do konca ekspozycji w warunkach
niedotlenienia, obserwowano calkowite spowolnienie ruchowe, zwol-
nienie czynnosci oddechowej oraz bradykardie. Po otwarciu komory
zaburzenia te stopniowo ustepowaly i po okolo 5 min. przebywania
w naturalnych warunkach atmosferycznych, normalizowala sie akcja
serca i rytm oddechowy, natomiast spowolnienie ruchowe ustepowato
dopiero po uplywie nastepnych kilku minut.

Szczury grupy II (30 min. w atmosferze 8% O, i 92% N,) w trakcie do-
$wiadczenia wykazywaly podobne, aczkolwiek mniej wyrazne objawy
kliniczne, a zwlaszcza znacznie stabiej zaznaczone spowolnienie rucho-
we w poréwnaniu z grupa 1. Zaburzenia te, charakterystyczne dla okresu
przebywania zwierzat w warunkach niedotlenienia, ustepowaly pra-
wie natychmiast po otwarciu komory hipoksyjnej.

W grupie zwierzat poddanych doswiadczalnemu niedokrwieniu le-
wej polkuli mozgowej, jedynym objawem klinicznym obserwowanym
bezposrednio po zdjeciu zacisku z tetnicy szyjnej wspoélnej byty krot-
kotrwale, przymusowe ruchy obrotowe wokoél osi ciala lub po obwo-
dzie kola o S$rednicy nie przekraczajacej 30 cm. Ruchy te wystepowa-
ly u okolo 30% chomikéw mongolskich poddanych do$wiadczeniu.

Obserwacje histochemiczne

W OUN zwierzat kontrolnych nie stwierdzono istotnych réznic gatun-
kowych w lokalizacji oraz intensywnosci odczynu histochemicznego na
AChE. Wystepowala natomiast znaczna odmiennos¢ w stopniu nagro-
madzenia oraz umiejscowieniu produktu koncowego reakcji w poszcze-
gblnych strukturach mozgu. Intensywny odczyn histochemiczny stwier-
dzano miedzy innymi w neuronach i neuropilu jadra nerwu twarzo-
wego (ryc. 1) i jadra nadwzrokowego (ryc. 2). Umiarkowany odczyn
w neuropilu i silny w neuronach stwierdzano w galce bladej (ryc. 3)
oraz w jadrze pasma przekatnego Broca (ryc. 4). Duze nagromadzenie
produktu koncowego w neuropilu i umiarkowane w neuronach obser-
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-

Ryc. 1. Intensywny odczyn na AChE w neuronach i neuropilu jadra nerwu
twarzowego. Szczur kontrelny. Pow. 400 X.

Fig. 1. Intensive AChE reaction in neurcns and neuropil of facial nerve nucleus.
Contrnl rat. X 400,
Ryc. 2. Wysoka aktywno$é AChE w neuronach i neuropilu jadra 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 jadrze nerwu podjczykowego (ryc. 5). W jgdrze bezimien-
nym zwracal uwage bardzo silny odczyn histochemiczny w neuropilu
1 staby w komoérkach nerwowych (ryc. 6). Podobnie wysoka aktywnosé
w neuropilu oraz jej brak w neuronach wykazywalo jadro migdalowe
boczne (ryc. 7). Umiarkowany odczyn na AChE w neuronach przy jed-
noczesnie slabej lub $ladowej aktywnosci enzymatycznej w neuropilu
spotykano w jadrze grzbietowym nerwu blednego (ryc. 8), a takze
w niektorych jadrach podwzgérza tj. w jadrze grzbietowo przysrodko-
wym, brzuszno przysrodkowym (ryc. 9) oraz w przykomorowym (ryc.
10). Rozklad aktywnoséci enzymatycznej w korze moézgu (ryc. 11)
wyznaczal jej charakterystyczne uwarstwienie. Najwieksze nagromadze-
nie produktu koncowego reakcji wykazywala strefa podoponowa war-
stwy drobinowej oraz niektére neurony warstwy piramidowej zewnetrz-
nej i wewnetrznej. Brak odczynu histochemicznego na AChE lub jego
forme $ladowa obserwowano miedzy innymi w spoidle wielkim i spoidle
przednim, w peczkach widkien torebki wewnetrznej (ryc. 12) oraz w szla-
kach: wechowym bocznym, samotnym, piramidowym i w kolanku ner-
wu twarzowego (ryc. 13).

U zwierzat poddanych niedotlenieniu (30 min. przebywania w atmos-
ferze 4% O, i 96% N,), w zadnym z badanych czaséw przezycia nie
stwierdzono spadku aktywnosci AChE, obserwowano natomiast zmianeg
jej lokalizacji w neuropilu, a takze w niektérych jadrach rdzenia prze-
dluzonego, $rédmoézgowia i miedzymoédzgowia. Zmiany te polegaly z re-
guly na spadku intensywnosci odczynu histochemicznego w cytoplazmie
komorek nerwowych, zwlaszcza w strefie przyjadrowej oraz jego wzro-
$cie na blonie neuronéw i w neuropilu. Duze nagromadzenie, czesto
pecherzykowatych form produktu koncowego reakcji w sasiedztwie

Ryc. 3. Intensywny odczyn na AChE w neuronach i umiarkowany w neuropilu
gatki 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. Jadro pasma przekatnego 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 neurcpil. Control rat. X 400.

Ryc. 5. Intensywny odczyn na AChE w neuropilu i umiarkowany w neuronach
jadra podjezykowego. 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. Jadro bezimienne. Wybitnie silna aktywnos¢ AChE w neuropilu i staba
w komorkach 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.
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Ryc. 7. Wybitnie silna aktywno$¢é AChE w neurcpilu i $ladcwa w neuronach
jadra migdalowego bocznego. Chomik mongolski kontrolny. Pow. 400 X.

Fig. 7. Very strong AChE activity in neuropil and weak reaction in neurons of
lateral amygdalous nucleus. Contrcl gerbil. X 400.
Ryc. 8. Jadro grzbietowe nerwu blednego. Umiarkowana aktywno$¢ AChE w neu-
ronach i staba 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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blony komoérkowej (ryc. 14) w znacznym stopniu zacieralo zarys po-
szczeg6lnych neuronéow. Opisany wyzej obraz odeczynu histochemiczne-
go najwyrazniej zaznaczony u szczuréw grupy I, dekapitowanych bez-
posrednio po niedotlenieniu, utrzymywat sie rowniez w drugiej i czwar-
tej godzinie przezycia, aczkolwiek w tych czasach zaznaczaly sie juz
tendencje powrotu do normy (ryc. 15).

W dluzszych badanych okresach przezycia po niedotlenieniu (6, 24
i 48 godz.) obraz histochemiczny AChE u zwierzat do$wiadczalnych
grupy I byt podobny jak w kontroli. Ten sam rodzaj zmian w lokali-
zacji aktywnosci badanego enzymu, obserwowano réwniez w OUN
szezuréw grupy II (30 min. przebywania w atmosferze 8% O, i 92% N,)
z ta roznica, ze byly one slabiej zaznaczone i wystepowaly jedynie
u zwierzat dekapitowanych bezposrednio po niedotlenieniu (ryc. 16).

W grupie zwierzat poddanych niedokrwieniu zmiany w odczynie
histochemicznym wystepowaly w poélkuli lewej tzn. po stronie zaci$-
nietej tetnicy szyjnej wspdlnej. Polegaly one czesciowo na przemie-
szczeniu, a zwlaszcza ostabieniu aktywnosci badanego enzymu w wielu
strukturach nerwowych miedzymozgowia i kresomézgowia. W $ré6dmoz-
gowiu obnizenie intensywno$ci odczynu bylo znacznie mniej wyrazne,
natomiast w mozdzku i rdzeniu przedluzonym nie stwierdzono istot-
nych roznic w aktywnosci badanego enzymu w poréwnaniu z kontrola.
U chomikéw mongolskich dekapitowanych bezposrednio po zdjeciu
zacisku dominowaly nieprawidlowosci polegajace na przemieszczeniu
odczynu enzymatycznego analogicznym do opisanego w grupie zwie-
rzat poddanych niedotlenieniu. Ustepowaly one po 2 godz. przezycia,
a na ich miejsce pojawialo sie obnizenie aktywnosci AChE szczegol-
nie wyraznie widoczne w strefie podoponowej warstwy drobinowej
kory moézgowej, a takze w niektorych jgdrach miedzymoézgowia (ryc.
17, 18) i kresomoézgowia (ryc. 19, 20). Zmiany te byly jeszcze wyraznie
zaznaczone u zwierzat z 4-godz. przezyciem, natomiast w 6 godz. po

Ryc. 9. Umiarkowany odczyn w neuronach i $ladowy w meuropilu jadra brzusz-
no przysrodkowego 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. Jadro przykomorowe. W neuronach aktywno$é zréznicowana od umiar-
kowanej do stabej. W neuropilu odczyn $ladowy. 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 aktywnosci AChE w korze mozgowej. Szczur kontrolny.
Pow. 50 X.

Fig. 11. Distribution of AChE activity in cerebral cortex. Control rat. X 50.
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Ryc. 12. Przekr6j czolowy na wysokosci przedniej cze$ci pola przegro<owego. Brak
aktywnosci AChE w spoidle wielkim i spoidle przednim oraz w peczkach widkien
torebki wewnetrznej. 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. Przekr6j czolowy rdzenia przedluzonego. Slaba aktywnoéé w kolanku
nerwu twarzowego oraz sSladowa w szlaku piramidowym. Szczur kcntrolny.
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 zaznaczala sie tendencja powrotu intensywnosci odczy-
nu do no:my.

W 24 i 48 godz. przezycia obraz histochemiczny aktywnosci AChE byl
podobny do spotykanezo w grupie zwierzat kontrolnych (ryc. 21).

OMOWIENIE

Analiza odczynu histochemicznego u badanych zwierzat kontrolnych
potwierdzala duze zroznicowanie jego intensywnosci i rozmieszczenia
w poszczegolnych strukturach mézgowych. Obok réznic wystepuja-
cych w obrebie tego samego gatunku, znane sa réwniez miedzygatunko-
we odmienncsci w rozmieszczeniu struktur cholinergicznych w OUN
(Silver 1974). Fakty te majg istotne znaczenie przy ocenie obrazéw
histochemicznych dotyczgcych zmian w aktywnosci acetylocholineste-
razy w moézgu pod wplywem roéznorodnych czynnikéw uszkadzajgcych,
w tym rowniez wywolanych niedostatkiem tlenu w powietrzu odde-
chowym oraz niedokrwieniem. W materiale kontrolnym pochodzgcym
od obu badanych gatunkéw zwierzat, nie stwierdzono istotnych roznic
w intensywnosci i rozmieszczeniu odczynu histochemicznego. U zwie-
rzagt doéwiadczalnych zwracal natomiast uwage odmienny charakter

Ryc. 14. Obraz histochemiczny aktywnosci AChE w jadrze nerwu podjezykowego
szczura poddanego 30 min. hipoksji w mieszaninie gazowej zawierajacej 4% Os.
Material 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% O, Time ,,0”. Compare to Fig. 5.
X 400.

Ryc. 15. Neurony jadra pasma przekatnego Broca. Nagromadzenie produktu kon-

cowego reakcji na blonach komoérkowych oraz w pecherzykowatych tworach przy-

legajacych do bton. 2 godz. przezycia po 30 min ekspozycji w mieszaninie gazowej
zawierajacej 4% 0O, Pow. 450 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% O,. X 450.

Ryc. 16. Neurony jadra nadwzrokowego szczura po 30 min. ekspozycji w miesza-
ninie gazowej zawierajacej 8% O.. Material pobrany w czasie ,,0”. Nieznaczne prze-
mieszezenie odczynu histochemicznego w obrebie komoérek nerwowych. Duze na-
gromadzenie produktu koncowego reakcji w sasiedztwie neuronéw. Pow. 400 X
Fig. 16. Neurons of supraoptic nucleus of rat 30 minutes after exposure to 8% O..
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. Przekr6j czolowy na wysokosci wzgérza wzrokowego chomika mongol-
skiego w 2 godz. przezycia po 15 min. niedokrwieniu. Widoczne oslabienie aktyw-
no$ci AChE w lewej poOtkuli moézgu. 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. Jadro przykomorowe chomika mongolskiego w 4 godz. po 15 min niedo-
krwieniu. Widoczne ostabienie aktywno$ci AChE po stronie podwigzanej tetnicy
szyjnej wspélnej. Pow. 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 oslabienie aktywno$ci AChE w komérkach nerwowych i w neu-
ropilu galki bladej u chomika mongolskiego w 4 godz. przezycia 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. Jadro pasma przekatnego Broca chomika mongolskiego w 6 godz. prze-

zycia po niedokrwieniu. Wyrazne osltabienie aktywnosci AChE w neuropilu oraz

zaznaczajaca sie tendencja powrotu do normy intensywnosci 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. Przekr6j czolowy na wysokosci $rodkowej czesci podwzgbrza. RO6wnomier-
ny rozklad aktywnosci AChE w pétkulach mézgowych. Chomik mongolski w 24
godz. przezycia 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 zaleznosci
od czynnika uszkadzajgcego.

Zmniejszenie zawarto$ci tlenu we wdychanej mieszaninie gazowej,
powodowalo przemieszczenie produktu koncowego reakceji, dajgce w efek-
cie charakterystyczne jego nagromadzenie na blonach neuronéw oraz
w elementach tkanki nerwowej, przylegajacych do nich. Obnizenie za-
wartosci tlenu do 4 i 8% nie ujawnialo zasadniczych roznic w histo-
chemicznym obrazie odczynu na AChE natomiast ich nasilenie byto
zalezne od stopnia niedostatku tlenu. Podobnie, dynamika ustepowa-
nia zmian w odczynie histochemicznym w okresie poniedokrwiennym
wykazywala zaleznos¢ czasowg od glebokosci niedotlenienia. Przemie-
szczenie produktu koncowego reakcji, stanowigce najistotniejszy wy-
kladnik wplywu niedotlenienia na zachowanie sie¢ AChE w mozgu
szczura, wystepcwalo réwniez, aczkolwiek w znacznie mniej wyraznej
formie u zwierzgt poddanych niedokrwieniu. Nalezy podkresli¢, ze ten
rodzaj nieprawidlowosci w obrazie histochemicznym wystepowal wy-
lacznie u zwierzgt dekapitowanych bezposrednio po niedokrwieniu, na-
tomiast w kolejnych czasach przezycia (do 6 godz. wlacznie) dominowato
obnizenie aktywnos$ci badanego enzymu. Przedstawione wyniki sa na
0g6t zgodne z doniesieniami innych autorow. Ksiezak (1974), badajac
wplyw niedoboru tlenowego na metabolizm acetylocholiny (ACh) nie
stwierdzila w 7zadnym przypadku obnizenia aktywnoéci acetylocholine-
sterazy. Burshottam i Ghosh (1975) obserwowali natomiast statystycznie
znamienny wzrost aktywnosci tego enzymu w homogenatach z poétkul
moézgowych. Rozbieznos¢ ta z przedstawionymi przez nas wynikami mo-
ze wynika¢ z odmiennych warunkow doswiadczalnej hipoksji. Istotg
naszych spostrzezen sg zmiany w lokalizacji odczynu histochemicznego,
wywolane niedotlenieniem. Mechanizm tego zjawiska jest niejasny. Na-
gromadzenie produktu koncowego na blonach neuronéw przy jedno-
cze$nie zmniejszonej jego iloSci w cytoplazmie, moze by¢ wynikiem
zmniejszenia szybkosci syntezy AChE zachodzacej w ciele komorki ner-
wowej. Z drugiej strony przemieszczenie aktywnosci badanego enzymu
w rejon blony komoérkowej moze by¢ wynikiem uruchomienia pod
wplywem niedostatku tlenowego pewnych mechanizméw kompensa-
cvjnych. Uruchomienie ich mogloby prowadzi¢ do obnizenia zawartosci
acetylocholiny, obserwowanego przez Welsha (1943) oraz Crosslanda
i Richtera (1950) w mozgu zwierzat poddanych niedotlenieniu. Na pod-
stawie objawow klinicznych spostrzeganych u zwierzat I grupy do-
swiadczalnej mozna sgdzi¢, ze w naszym materiale réwniez zmniejsza
sie nagromadzenie ACh. Przemawia za tym calkowite spowolnienie ru-
chowe zwierzat, wystepujgce miedzy 5 a 10 min. przebywania w ko-
morze hipoksyjnej, ktére moze by¢ wynikiem hamowania czynnosci bio-
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elektrycznej OUN. Za obnizenie puli acetylocholiny moga byé odpo-
wiedzialne dwa czynniki. Jednym z nich jest przyspieszona hydroliza
tego mediatora (przy udziale AChE), drugim natomiast zwolnienie jego
syntezy odbywajacej sie przy uzyciu energii pochodzgcej z rozpadu ATP.
Na podstawie doniesien innych autoréw (Siesjo i wsp. 1974b) wiadomo,
ze odpowieanio gleboka hipoksja prowadzi do obnizenia puli zwigzkow
wysokoenergetycznych. Przedmiotem naszych badan byla wylgcznie
ocena zmian w aktywnosci AChE pod wplywem okreslonych warunkéw
niedoboru tlenu. Uzyskane wyniki nie upowazniaja zatem do jednozna-
cznej odpowiedzi, ktéry z wymienionych wyzej czynnikéw, prowadza-
cych do obnizenia zawarto$ci ACh, odgrywa dominujacg role w stoso-
wanym przez nas modelu doswiadczalnej hipoksji. Wobec braku wy-
kladnikéw wzrostu aktywnosci AChE w obrazie histochemicznym moz-
na przypuszczac¢, ze przemieszczenie cytoplazmatycznych rezerw tego
enzymu, warunkuje przyspieszenie hydrolizy acetylocholiny w obre-
bie synaps przylegajacych do blon komoérek nerwowych. Réwnoczes-
nie nalezy bra¢ pod uwage mozliwos¢ zwolnienia syntezy mediatora na
skutek wyczerpywania sie zasobow zwigzkéw wysokoenergetycznych.
W ocenie nieprawidlowos$ci zwigzanych ze zmianami w lokalizacji ba-
danego enzymu, na uwage zastuguje zgodnos$¢ czasowa ich powstawania
i cofania si¢ z zaburzeniami w mikrokrazeniu opisanymi w tym sa-
mym modelu hipoksji przez Wierzbe (1977).

Odmienny charakter zmian w obrazie histochemicznym AChE w nie-
dotlenieniu i niedokrwieniu $wiadczy o ich réznym wplywie na funkcje
OUN. Roéznice te wynikaja z zahamowania lub znacznego zmniejsze-
nia przeptywu krwi w niedokrwieniu, przy zachowanym, a nawet zwigk-
szonym przeptywie w niedotlenieniu (Cohen 1972; Siesjo i wsp. 1974a).
Uposledzenie prawidlowego ukrwienia wiaze sie z zubozeniem zaopa-
trywania mozgu w glukoze, choline i inne substraty konieczne do pra-
widlowego metabolizmu tkanki nerwowej. W tych warunkach mozg
pozbawiony jest takze mozliwosci odptywu metabolitow. Zaznacza sig
réwniez réznica w nagromadzeniu koncowych produktéw glikolizy.
W porownaniu z hipoksja, w ischemii nagromadzenie mleczanu jest
wieksze, natomiast mniejsze pirogronianu (Duffy i wsp. 1972). Réznice
te maja zapewne wplyw na przemiany innych zwiazkow, uzaleznione
od podstawowego substratu energetycznego mézgu, w tym takze na
synteze acetylocholiny. Obnizenie puli tego mediatora w ischemii pode-
kapitacyjnej opisali Ksiezak i wsp. (1974). Mozna przypuszcza¢, ze do
podobnego spadku ACh dochodzi réwniez w warunkach niedokrwie-
nia lewej potkuli mozgowej u chomika mongolskiego. Obserwowany
w badanym przez nas materiale spadek aktywnosci acetylocholineste-
razy wiaze si¢ prawdopodobnie z hamowaniem czynnosci bioelektrycz-

http://rcin.org.



Nr 2 AChE w niedokrwieniu mézgu 213

nej OUN warunkowanym zmniejszeniem szybkosci syntezy acetylo-
choliny.

Nalezy podkresli¢, ze opisane przez nas nieprawidlowosci w obrazie
histochemicznym AChE wywolane zaréwno niedoborem tlenu i niedo-
krwieniem byly slabo zaznaczone, krotkotrwale i w pelni odwracalne.

P. Tagamcku

BIIMAHUE TUIIOKCUMHOTO HEJACCTATKA KUCIOPOJA
U HEJOCTATOYHOIO KPOBOOBPAIIIEHUA HA AKTUBHOCTH AXD
B MOSITE KPBICBI M MOHTOJBCKOI'O XOMSAKA

Pe3momMme

Bauaume runokcum Ha akTuBHOCTh AXD B ITHC wnccnemoBanioch Ha KpbIcax
nopoabl Bucrap. 2KMBOTHBIX NOMeNaJii B TUIIOKCMOHHYI KaMmepy, 4Yepe3 KOTOPYIo
NpoIycKaiyu rasoByl cMechb cocraBa: 4% O, u 92% N, — mnepBas OnbITHasA TpPyIIa,
n 8% O; u 92°% N, — BTOpaa rpynna. KpbiC AeKanUTUPOBAJM IIOCJE BbIHATUA U3
kameps! (Bpemsa ,,0”) u cnycera 2, 4, 6, 24, a takxke 48 uyacoB mocJie BO3/EMCTBUA
TUITOKCUMN.

Biuauue mmemMmuy uCCIEAOEANM HAa MOHTOJBCKMX XOMSAKAaX, KOTOPBIM ITOJBEpPraju
rnepexarTuio COHHYIO apTepMi0 B TedeHue 15 MMH. M [POBOAMIM MX JAeKalUTaluuio
B Te XK€ 4achl, YTO KMBOTHBIX MOJBEPTHYTBHIX TI'MIOKCHMM. AKTUBHOCTH AXD ompe-
penanacb mo meroay 2On BapaBu u Illenxka (1967).

Y XMBOTHBIX, HaxoAasAlmmxcA B Tedenue 30 muu. B atmocdepe 4% O,, He nabiro-
Jany u3MeHeHMM B aKTUBHOCTM AXD. Oanako mnepemellleHUe T'MCTOXUMUYECKON
peakumy, XapaKTepusupyllleecd HarpoMaxJIeHMeM KOHEYHOTrO IMPOAYKTa peaKlyuH,
Habmonanu na MemOpaie HEMPOHOB, a TakKXKe B HENMpONuUJe, HAXONALIMMCH B COCEN-
cTBe 3TMX MeMOpan. Vizmenenusa 9TH, HaMedalollMecs OTYETJMBEE BCEr0 BO BPEMeHU
,O”, coxpauaauchk A0 4 uacoB BbIKMBaHMA. HapylleHus TUCTOXMMMUYECKON DeaKIMu
y ¥ueotebix II rpynner (30 muu. na armocdepe 8% O,) umenn nopobubiii xapakrep,
onHako Oblay cnabee BbIpakKeHbl UM MMEJIM MECTO MCKJIIOYUTEJILHO BO Bpemsa ,0”.

IlepekaTue JeBOJ COHHOM apPTEPUM BbI3LIBAJIO MU3MEHEHUA aKTUBHOCTM AXD
B JIeBOM IMOJIylIapuy TOJIOBHOrO Mo3ra. OHM XapaKTepu3UpOBaJUCh IepeMellleHueM
KOHEYHOro INnpojaykKTa peakumu BO Bpemsa ,O0” u cummKenmeM akKTUMBHOCTM B 2, 4, u 6
yacax BbDKMBAHUA I10CJIe MLIEMMUM.

R. Gadamski

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

Summary

The effect of hypoxia on the AChE activity in CNS was studied on Wistar rats.
The animals were placed for 36 minutes in a hypoxic chamber with a continuous
flow of the mixture of 4% O, and 96% N, (group I) or 8% O, and 92% N; (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
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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 memktranes 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
IT 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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MARIA OSTENDA

BADANIA MIKROSKOPOWO-ELEKTRONOWE SYNAPS
W NIEDOKRWIENIU MOZGU U CHOMIKOW MONGOLSKICH

(Meriones unguiculatus)

Zesp6t Neuropatologii Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN
Kierownik Zespolu: prof. dr M. J. Mossakowski

Tetnice podstawy moézgu chomika mongolskiego nie tworza pelnego
kola tetniczego Willisa na skutek braku zespolenia tetniczego tylnego
(Kahn 1972, Klatzo 1975), dzieki temu podwigzanie jednej z tetnic szyj-
nych powoduje jednostronne niedokrwienie moézgu. Chomik mongolski
stanowi wiec dogodny model do badan zaburzen w krazeniu mozgo-
wym. Badania tego modelu nasuwaja przypuszczenie, ze w toku pro-
cesOw spowodowanych niedokrwieniem ulega uszkodzeniu przede wszy-
stkim ineuron (Spatz, Klatzo 1976, Bubis i wsp. 1976). Mozna prnzeto
sadzi¢, ze zmiany dotyczg rowniez jego wypustek i zakonczen. Stwier-
dzone zmiany metabolizmu glukozy we frakcji synaptosomalnej oraz
spadek poziomu katecholamin po stronie niedokrwionej (Spatz, Klatzo
1976, Mrsulja i wsp. 1976), nasuwaja przypuszczenie, ze uklad synap-
lyczny moze odgrywa¢ pewna role w mechanizmie ksztaltowania pro-
cesOw ischemicznych w tkance mézgowej. Dlatego tez podjeto probe
zbadania obrazu mikroskopowo-elektronowego synaps moézgu chomi-
kéw mongolskich w toku niedokrwienia.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na 11 chomikach mongolskich, obu plci,
wagi 70—80 g. W lekkiej narkozie eterowej padwigzywano lewa tet-
nice szyjng, po 15 minutach usuwano zacisk. Do badan uzyto zwierzeta,
u ktérych stwierdzono klinicznie objawy jednostronnego niedokrwienia
mozgu (Kahn 1972); usmiercano je przez dekapitacje w nastepujgcych
odcinkach czasu po zdjeciu zacisku: natychmiast (czas ,,0”) oraz po
uplywie 2, 4 i 24 godz. Jako kontrola stuzyl jeden chomik mongolski
nie operowany oraz jedno:ze zwierzat dos$wiadczalnych, ktére po zdjeciu
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zacisku nie wykazywato objawéw niedokrwienia. Do badan w mikrosko-
pie elektronowym pobierano bloczki tkanki wielkosci okolo 1 mm?
i utrwalano przez imersje. Material pobierano z kory ciemieniowej oraz
z kory amonalnej, symetrycznie z potkuli lewej i prawej. Pobrane skraw-
ki opracowywano dwiema metodami.

Do badan rutynowych w mikroskopie elektronowym material utrwa-
lano 2 godziny w 4% roztworze aldehydu glutarowego w buforze Millo-
niga o pH 7,2, a nastepnie w 2% roztworze czterotlenku osmu. Bloczki
odwadniano w alkoholach i zatapiano w Eponie 812.

Impregnacje pecherzykéw synaptycznych wykonywano metodg 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 plukano w plynie o nastepujagcym skladzie: 3,3 g
NaCl; 0,6 g CaCl; 0,31 g MgCl, - H,O; 0,605 g Tris o pH 7,4; woda desty-
lowana do 100 ml. Bloczki dzielono na male kawalki i impregnowano
przez 15 godzin w plynie zawierajacym 4 ml stezonego roztworu jod-
ku cynku z dodatkiem 4 ml buforu Tris o pH 7,4 i 2 ml 2% OsO,. Utrwa-
lony material ptukano dwukrotnie w buforze Tris, a nastepnie odwad-
niano i zatapiano jak do rutynowych badan w mikroskopie elektrono-
wym.

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

WYNIKI

W korze mozgu, zaréwno ciemieniowej jak i amonalnej, chomika mon-
golskiego zwraca uwage niezwykla liczebnos¢ polaczen synaptycznych.
Zawieraja one bardzo duza ilo$¢ pecherzykéw. Niekiedy czes¢ presy-
naptyczna blony tworzy wypustki i otacza cze$¢ zakonczenia postsynap-
tycznego (ryc. 1). Impregnacja jodkiem cynku i osmem wykazuje, ze
znaczna wiekszo$¢ pecherzykoéw synaptycznych wypelniona jest gesta
elektronooptycznie zawartoscia (ryc. 2). Opisany powyzej obraz obser-
wowano u chomikéw=mongolskich kontrolnych w obu pétkulach.

Natychmiast po zdjeciu zaciskow (czas ,,0”) w synapsach obu péikul
pojawila sie znaczna ilos¢ pecherzykéw, gromadzacych sie niekiedy
przy blonach synaptycznych; pecherzyki te sa wypelnione zawarto$cia
osmofilng.

W okresie 2—4 godziny po zdjeciu zacisku pecherzyki gromadza sie
przy blonach synaptycznych, tworzac niekiedy wieksze zgrupowania.
Poza tym w zakonczeniach presynaptycznych pojawiaja sie wodniczki
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Ryc. 1. R6g Amona lewy. Liczne zakonczenia synaptyczne, duza ilo$§¢ pecherzy-
koéw synaptycznych (s), cze$¢ postsynaptyczna otoczona wypustka presynaptyczna
(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 9000.

B o oL i &,

e AL o Y T
Ryc. z. R6g Amona prawy. ZIO. Liczne zakonczenia presynaptyczne (s), pecherzyki
synaptyczne wypeilnione masg osmofilng. 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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oraz ciala wielopecherzykowe. Zmiany sg latwiej uchwytne w rogu
Amona niz w korze ciemieniowej. Wystepuja one w obu potkulach,
jednakze znacznie obficiej po stronie niedokrwionej. Zawarto$¢ osmo-
filna znika z pecherzykéw po stronie niedokrwionej (ryc. 3, 4).

Ryc. 3. R6g Amona prawy, 4 godz. Ryc. 4. Rég Amona lewy, 4 godz. ZIO.
ZIO. Pecherzyki synaptyczne wypelnio- W  cze$ci presynaptycznej zlacza
ne zawartoscia osmofilng (s). Pow. (gwiazdka) pojedyncze pechgrzykn wy-
9.000 X. pelnione zawartoscia osmofilng. Pow.

Fig. 3. Right Ammon horn, 4 hours. 16.000 X.
ZI10. Synaptic vesicles filled with Fig. 4. Left Ammon horn, 4 hours.
osmophilic content. (s) X 9 000. ZI10. In presynaptic part of the jun-

ction (asterix) single vesicles filled
with osmophilic content. X 16 000.

Po uplywie 24 godzin zmiany sg znacznie wyrazniejsze. Wérod peche-
1zykéw synaptycznych pojawiajg sie liczne pecherzyki nieco wiekszych
rozmiaréw, o $rednicy 30 do 50 nm, elektronowo przezierne. Widoczne
sa réwniez pecherzyki optaszczone oraz ciala wielopecherzykowe (ryc. 5).
Wsr6d pecherzykéow synaptycznych pojawiajg sie czesto grupy mito-
chondriéw o ciemnej macierzy, lub wydluzonych grzebieniach (ryc. 5).
Zmiany te wystepuja zarowno po stronie niedokrwionej jak i ukrwio-
nej. Po stronie niedokrwionej wystepuje znaczne zmniejszenie zawar-
tosci osmofilnej w pecherzykach synaptycznych. Spotykamy liczne sy-
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Ryec. 5. Rég Amona prawy, 24 godz. W synapsach liczne drobne wodniczki (w), za-

toka pinocytarna w blonie synaptycznej (gwiazdka), cialo wielopecherzykowe (cw),

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

Ryc. 6. Rog Amona lewy, 24 godz. ZIO. Nieliczne pecherzyki synaptyczne wypei-
nione zawarto$cia osmofilng. 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 ktorych tylko pojedyncze pecherzyki zawierajg elektronowo
geste masy (ryc. 6, 7). Natomiast po stronie z zachowanym krgzeniem
w przewazajgcej ilosci pecherzykéw synaptycznych znajduje sie za-
warto$¢ osmofilna (ryc. 8).

Ryc. 7. Kora ciemieniowa prawa, 24

godz. ZIO. W wielu pecherzykach sy-

naptycznych zawartosé osmofilna
(gwiazdki). Pow. 9.000 X

Fig. 7. Right parietal cortex, 24 hours.

Ryc. 8 Kora ciemieniowa lewa, 24

godz. ZIO. Zawarto$¢ osmofilna wy-

pelnia nieliczne pecherzyki synaptycz-
ne. Pow. 16.000 X.

Fig. 8. Left parietal cortex, 24 hours.

ZIO. Osmophilic content fills some
synaptic vesicles. X 16 000.

ZIO. In numerous synaptic vesicles
osmophilic content (asterix). X 9 000.

OMOWIENIE

Bezposrednio po zdjeciu zaciskow z tetnicy szyjnej obserwowano
w niedokrwionej poétkuli moézgu zmiany w synapsach, n‘eznacznie od-
biegajace od obrazu obserwowanego u zwierzat kontrolnych. Pecherzy-
ki gromadza sie przy blonach synaptycznych, podobnie jak w stanach
fizjologicznego pobudzenia. Przewazajgca ilo$¢ pecherzykéw pozostaje
w tym okresie wypelniona osmofilnymi produktami reakcji histoche-
micznej. W okresie od 2 do 24 godzin po przebytym niedokrwieniu po-
jawiaja sie nieprawidlowosci strukturalne narastajace w czasie. W tym
okresie znajdujemy w zakonczeniach presynaptycznych liczne wod-
niczki mniejszych i wiekszych rozmiarow, ciala wielopecherzykowe
oraz mielinopodobne. Wymienione struktury opisywano w badanym mo-
delu doswiadczalnym réwniez w neuronach, komorkach glejowych i ele-
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mentach neuropilu, interpretujac je jako zespél objawéw rozpoczynaja-
cego sie obrzeku mozgu stanowiacego nastepstwo niedokrwienia (Ito
1 wsp. 1975, Bubis i wsp. 1976). Do tej samej kategorii objawéw zaliczy¢
mozna wystepowanie pecherzykéw pinocytarnych w workach presynap-
tycznych i w synaptycznych blonach. Wydaje sie rzecza godna uwagi,
ze wyzej wspomniane zmiany spostrzegano w obu pétkulach, zaro6wno
niedokrwionej jak i w potkuli z zachowanym krazeniem. Nasuwa sie
przypuszczenie, ze zmiany w gospodarce wodnej, znajdujgce morfologi-
czny wyraz w ,,wakuolizacji” tkanki moézgowej, sg zjawiskiem uogol-
nionym, mimo ze niedokrwienie mozna okreslic jako miejscowe. Fakt
wystepowania zmian wodniczkowych dopiero w kilka godzin po prze-
bytym niedokrwieniu pozwala przypuszczaé, ze mamy tu do czynienia
nie z bezposSrednim dzialaniem czynnika szkodliwego, a raczej z wy-
zwolonym przezen lancuchem nastepstw.

Struktura synaps w zasadzie nie ulegla zmianom w okresie obser-
wacji, poza okresowym tworzeniem zgrupowan pecherzykoéw synapty-
cznych. Roéowniez ilo$¢ pecherzykow zawartych w zakonczeniu nerwo-
wym nie ulega uchwytnym zmianom. Zmiany dotycza natomiast za-
wartosci pecherzykéw: w okresie od 2 do 24 godzin z pecherzykow sy-
naptycznych strony niedokrwionej ubywa znaczna ilos¢ zawartosci
osmofilnej.

Wystepowanie dodatniej reakcji jodowo-osmowej w pecherzykach
synaptycznych moze $wiadczy¢ o ich cholinergicznym charakterze (Akert
1 wsp. 1971). Uznanie tej reakcji za swoista byloby zbyt pochopne (Ka-
wana i wsp. 1969, Walski 1977), jednakze brak zawartosci osmofilnej
w pecherzykach mozna chyba wiaza¢ z ubytkiem w zakonczeniach sy-
naptycznych mediatora (Koelle i wsp. 1971). Obserwacja ta wydaje sie
istotna zwlaszcza w zestawieniu z faktem, ze ilo$¢ pecherzykow sy-
naptycznych nie zmniejsza si¢ — ubywa jedynie ich zawartos¢. Rzuca
to pewne $Swiatlo na sposob przekazywania mediatora przez blone pe-
cherzyka, ktéra we wszystkich obserwowanych synapsach wydaje sie
by¢ nie uszkodzona. Wystepowanie zmian w synapsach nalezy rowniez
rozwazy¢ w stosunku do cytowanych juz spostrzezen Bubisa i wsp.
(1976), ktory stwierdzit w niedokrwionej potkuli moézgowej chomika
mongolskiego zmiany neuronalne, dotyczgce S$ciSle okreslonej okolicy
mozgu, to znaczy sektora Hj; zawoju hipokampa, szczegdlnie wrazliwe-
go na niedostatki w ukrwieniu. Charakter zmian zblizal je do zwyrod-
nienia osiowego wystepujgcego przy pierwotnych uszkodzeniach wilokna
osiowego na roznych jego poziomach, a wiec i w sgsiedztwie zakoncze-
nia synaptycznego, wzglednie w nim samym. Nasuwa si¢ wiec przypu-
szczenie, ze zmiany, przynajmniej w niektorych synapsach, mogly wy-
przedza¢ zmiany komoérkowe. Mozna zalozyé¢, ze zlacze nerwowe, jedna
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z najbardziej dynamicznych struktur moézgu, oddzialywuje na niedo-
krwienie przynajmniej w takim samym stopniu jak i neuron.

Opisane zmiany S$wiadczg o tym, ze okresowe niedokrwienie tkan-
ki moézgowej powoduje zmiany w synapsach, nie pozostajgce zapewne
bez wplywu na czynno$¢ przewodzenia.

WNIOSKI

W jednostronnym niedokrwieniu tkanki mozgowej u chomika mon-
golskiego wystepuja zmiany w zlaczach nerwowych mozgu, ktore moz-
na podzieli¢ na dwie grupy nalezace do zjawisk patogenetycznych roéz-
nego rzedu:

1) Ubytek osmofilnej zawartosci w pecherzykach synaptycznych swiad-
czy o tym, ze okresowe niedokrwienie tkanki moézgowej powoduje zmia-
ny w synapsach, ktére prawdopodobnie nie pozostaja bez wplywu na
czynno$¢ przewodzenia.

2) Pojawianie si¢ wodniczek w synapsach nalezy oceni¢ jako czes¢
zjawiska ogoélnego, to znaczy obserwowanej w réznych strukturach
mozgu wakuolizacji prowadzgcej do obrzeku moézgu i uogolniajgcej sie
na obie potkule.

M. Ocrenga

OJIEKTPOHHOMMKPOCKOIIMYECKUE MUCCJIEJOBAHUS CUHAIICOB
B VMIIIEMUU MOS3TA ¥ MOHTOJBCKUX XOMAKOB

PeszwomMme

Uccneposajicss Mopdposormyeckmit cybeTpaT M3MEHEHMIM B CMHANCax B IIpolecce
MIIeMuY, BbI3BIBAEMOJ OJHOCTOPOHHMM 3azKaTUEM COHHOM apTepuyM y MOHTOJILCKUX
XOMAKOB. OOHapyKeHO TMOSABJIEHME BaKyOJieli B IPECMHANTUYECKMX OKOHYAHUAX,
CBMUETENILCTBYIOIME O HapyLIeHUM BOAHOrO MeTaboiaM3ma, a TakKKe yMeHblIeHue
OCMOMMIIBHOTO COAEPIKAaHUA CUHANTUMYECKUX Ny3bIPKOB MIIEMMUYECKO CTODPOHBL
Ilepuoauueckass MILIEeMMs TKaAHM MO3ra BbI3bIBA€T M3MEHEHMs B CHHAIICAX HE OcCTa-
IOLIecs, [0 BCEl BEPOATHOCTY, 06e3 BIMAHUA Ha (DYHKUUIO HPOBEAEHM.

M. Ostenda

ELECTRON MICROSCOPIC STUDIES OF SYNAPSES
IN CEREBRAL ISCHEMIA IN GERBILS

Summary

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 csmophilic ma-
terial in synaptic vesicles at the ischemic site.

Temporary ischemia of brain tissue brings about changes in synapses, certainly

affecting neural transmission.

-1
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VIII MIEDZYNARODOWY KONGRES NEUROPATOLOGII
(Waszyngton, 24—29.1X.1978)

Szerokim echem wséréd przedstawicieli wielu dyscyplin zajmujacych si¢ réz-
nymi aspektami nauk neurologicznych odbil si¢ VIII Miedzynarodowy Kongres
Neuropatologii (Waszyngton, 24—29.1X.1978). Kongres zorganizowany przez Mie-
dzynarodowe Stowarzyszenie Neuropatologii zosluguje na uwage, roéwniez ze
wzgledu na liczacy sie wklad polskich pracownikéw naukowych w przygotowanie
Kongresu. Wynika to w gléwnej mierze z faktu, ze urzedujagcym wiceprzewodni-
czacym Stowarzyszenia jest prof. M. Mossakowski, a oprocz niego jeszcze 2 przed-
stawicieli Polski znajduje sie w Radzie Stowarzyszenia (prof. J. Dymecki i prof.
M. Wender). Funkcje wiceprzewodniczacego Kongresu pelnil z ramienia Polski
prof. M. Wender.

Tematyka Kongresu byla szeroka, obejmujac w postaci sympozjow wiele
aktualnych probleméw neuropatologii, jak neurobiologie¢ nerwéw obwodowych
rozwojowa neuropatologie, starzenie sie ukladu nerwowego oraz neuronalne i gle-
jowe procesy w neuropatologii. Ponadto odbylo sie szereg posiedzen i sesji pla-
katowych podzielonych tematycznie na nastepujace zagadnienia: guzy mozgu,
anatomia i neuropatologia czlowieka, mielina i choroby demielinizacyjne, choroby
zwyrodnieniowe ukladu nerwowego, choroby naczyniowe moézgu, doswiadczalna
neuropatologia, choroby obwodowe ukiadu nerwowego, wirusy i choroby wirusowe,
choroby miesni.

Badania przedstawione na sympozjach, jak i na poszczegdlnych sesjach po-
Swieconych chorobom nerw6w obwodowych, charakteryzowal duzy postep meto-
dyczny, umozliwiajgcy poznanie tych procesbw na poziomie podkomoérkowym.
Waxman, USA — omo6wil charakterystyke blon aksonalnych. Schlaepfer, USA —
przedstawil aspekty biofizyczne neurofilamentéw, Griffin i Price z USA prze-
dyskutowali zagadnienie transportu aksonalnego w patologii neurofibrynalnej oraz
w zjawisku regeneracji, Agnayo z Kanady przedstawil biologie komoérek Schwanna,
a Rasminsky (Kanada) konsekwencje fizjologiczne nieprawidlowej mielinizacji.
Na szczegbélng uwage zasluguje wykazanie, ze w normalnych wiléknach mielino-
wych istnieje zréznicowanie wilasciwosci blon aksonalnych pomiedzy odcinkami
wezlowymi i miedzywezlowymi a takze udowodnienie obecnosci w aksoplazmie
proteazy aktywowanej przez wapn, ktora bierze udzial w niszczeniu neurofila-
mentéw podczas zwyrodnienia Wallera. Caly szereg prac przedstawionych w tym
temacie dotyczyl aspektow immunologicznych uszkodzenia obwocowego neuro-
nu, giébwnie w doswiadczalnym zapaleniu nerwoéw (EAN), co wskazuje, ze ten Kkie-
runek badan nie stracil na swej aktualno$ci.

Rozwojowa neuropatologia, pomimo swego ogromnego znaczenia dla pozna-
nia przyczyn uszkodzen ukladu nerwowego wieku dzieciecego, zostala ograniczo-
na prawie wylgcznie do materialow sympozjum. Przedstawione na nim referaty
dotyczyly zaburzen neuronalnych w korze mutantéw myszy (Caviness, USA), po-
taczen synaptycznych w doswiadczalnie wywoltanych zaburzeniach rozwojowych
mozdzku (Sotelo, Francja) oraz organizacji kory w przypadkach zaburzen roz-
wojowych mézgu u czitowieka (Williams, USA).

Duze zainteresowanie ws$rod uczestnikow Kongresu wywolalo sympozjum na
temat starzenia si¢ mozgu, tak ze wzgledu na duzg wage zagadnienia dla zro-
zumienia zjawisk inwolucyjnych w organizmie ludzkim jak i z powodu znacz-
nego postepu jaki dokonal sie w ostatnich latach w tej dziedzinie. Tomlinson
(W. Brytania) w referacie wstepnym podjal proébe powigzania natezenia zmian
otegpiennych z ilo$ciowg oceng odchylen patologicznych w starzejacym sie mozgu.
W kolejnych referatach Scheibel (USA) przedstawil wyniki badan zmian den-
drytow, a Wisniewski (USA) zaprezentowal dane wskazujgce, ze powstanie ply-
tek w starczym moézgu jest wynikiem zaburzen bialek wilékienkowych neurocy-
tow uwarunkowanych immunologicznie. Dwa dalsze referaty dotyczyly zjawisk
niezwykle istotnych dla zrozumienia zmian biochemicznych zachodzgcych w moz-
gu w procesie inwolucji, a mianowicie starzenie sie ukladéw neurotransmiteréow
(Davies, USA) oraz zmian neuro- i gliofilamentéw (Shelanski, USA). Pomimo
wspomnianego wyzej duzego zainteresowania jakie towarzyszylo sesji, nie przy-
niosta ona oczekiwanych rewelacji naukowych, przedstawione bowiem zagadnie-
nia byly juz w duzej czesci wczeSniej opublikowane. Wiekszy postep zapowia-
dajacy zasadniczy przetom, rysuje sie natomiast w dziedzinie neuroonkologii,
omawianej na nastepnym sympozium. Jest godne podkreslenia, ze osiggniecie
tego postepu jest wynikiem miedzydyscyplinarnej wspéipracy neuropatologéw,

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

WCZESNE ZMIANY STRUKTURALNE W MOZGU SZCZURA
W OSTRYM DOSWIADCZALNYM NIEDOCUKRZENIU *

Zespét Neuropatologii Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN
Kierownik: prof. dr med. M. J. Mossakowski

Wplyw ostrego niedocukrzenia na osrodkowy uklad nerwowy (OUN)
stanowil od dawna przedmiot zainteresowania neuropatologéw. Przyczy-
nilo sie do tego w duzej mierze zastosowanie insuliny w lecznictwie psy-
chiatrycznym i wystepowanie w przebiegu leczenia trwalych zaburzen
neurologicznych wskazujacych na uszkodzenie OUN. Wigkszo$¢ wcezes-
nych prac do$wiadczalnych majacych na celu ustalenie wplywu ostrej
hipoglikemii na OUN przeprowadzono przy uzyciu bardzo duzych, tzw.
wstrzagsowych dawek insuliny (Weil i wsp. 1938, Winkelman, Moore
1940). Zmiany uzyskane w tych warunkach byly zaréowno wykladni-
kiem dzialania niedocukrzenia jak i niedotlenienia, stanowigcego na-
stepstwo ogélnoustrojowych zaburzen i napadéw drgawkowych.

W ostatnim dziesiecioleciu przeprowadzono liczne badania wplywu
ostrego niedocukrzenia na przebieg procesow fizjologicznych i rozwoj
zmian strukturalnych (Brierley i wsp. 1971 a, b; Kahn, Myers 1971;
Meldrum i wsp. 1971) oraz na metabolizm OUN (Ferendelli, Chang 1973;
Lewis i wsp. 1974 a, b; Norberg, Siesjo 1976), przy czym, stosujac duze
dawki insuliny starano si¢ tak modelowa¢ warunki eksperymentu, zeby
wyeliminowa¢ wplyw dodatkowych czynnikow (kwasica, podcisnienie
tetnicze, obrzek mozgu, napady drgawkowe), ktéore moga powodowac
uszkodzenie lub nasila¢ zmiany wywolane niedocukrzeniem. W wyniku
tak prowadzonych do$wiadczen Brierley i wsp. (1971 a, b) uzyskali
w moézgach matlp zmiany strukturalne neuronéw, ktére uznali za na-
stepstwo ,,czystej” hipoglikemii, zreszta identyczne ze zmianami roz-
wijajgcymi sie w przypadku ostrego niedotlenienia i/lub niedokrwie-
nia OUN.

* Problem wezlowy 10.4.2.
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Jednym z czynnikéw, odgrywajgcych istotna role w ksztaltowaniu
zmian stiukturalnych w OUN w roznych typach niedotlenienia, sa zabu-
rzenia mikrokrgzenia w moézgu, utrzymujgce sie niekiedy przez dosyé¢
dlugi okres po zadzialaniu czynnika patogennego. Wykazano je miedzy
innymi w niedokrwieniu hipowolemicznym u krélika (Mossakowski
1874), u szczuréw po zatruciu tlenkiem wegla (Mossakowski 1975) oraz
poddanych tzw. prostej anoksji (Wierzba 1977). Uwzglednienie tego czyn-
nika w warunkach hipoglikemii wydawalo sie tym bardziej celowe,
ze zaréwno kliniczne jak i doswiadczalne wyniki badania przeplywu
krwi w modzgu w przypadkach niedocukrzenia nie sg jednoznaczne.
Przykladowo Fappenheimer i Setchell (1973) w doswiadczalnej hipogli-
lkemii u kroélikéw nie obserwowali zmian w przeplywie krwi w moz-
gu, podczas gdy Norberg i Siesjo (1976) wykazali przy uzyciu 33Xe-
-ksenonu dwu- lub nawet trzykrotny wzrost regionalnego przeplywu
krwi w mozgu szczura, wystepujacy nawet w przypadku izoelektryczne-
go zapisu EEG.

Celem podjetych badan bylo ustalenie wplywu ostrego niedocukrzenia
na obraz strukturalny OUN oraz skonfrontowanie uzyskanych wynikow
ze stanem mikrokrazenia w moézgu szczura.

MATERIAE I METODY

Bademia przeprowadzono na szczurach rasy Wistar, 2-miesiecznych
samcach i samicach. Przed podaniem insuliny odstawiono zwierzetom
na okres 24 godzin pokarm staly pozostawiajac im swobodny dostep
do wody. Do do$wiadczen uzyto insuling Kkrystaliczng (Polfa), ktérg
wstrzykiwano podskérnie jednorazowo w dawce 0,5 jm./100 g cieza-
ru ciala. Dawka ta przyjeta na podstawie wynikéw wstepnych badan,
powodowala u dorostych szczuréw obnizenie poziomu glukozy we krwi
ponizej 10 mg% na okres okolo 2 godzin i prowadzila do wystapienia
Irréotkotrwalej $Spigezki ustepujacej samoistnie u wiekszoSci zwierzat.
Szezury grupy kontrolnej otrzymatly podskérnie fizjologiczny roztwor
soli w takiej samej objetosci. U zwierzat grupy doswiadczalnej
i kontrolnej oznaczano zawartos¢ glukozy we krwi bezposrednio przed
wstrzyknieciem insuliny lub roztworu NaCl oraz w 1, 2, 3, 4, 5, 6, 24
i 48 godzin po iniekcji. Glukoze oznaczano we krwi pobranej z ogona
metodg orto-toluidynowa. Wyniki odczytywano na spektrokolorymet-
rze Specol f-my Zeiss.

Badanie mikrokrazenia oraz ocene zmian morfologicznych przepro-
wadzono u szczuréw us$miercanych bezposrednio po podaniu insuliny
oraz u zwierzat z 1, 2, 4, 6, 24 i 48 godz. przezyciem. Kazda grupa cza-
sowa obejmowala 3 zwierzeta do$wiadczalne i 1 zwierze¢ kontrolne.
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Zwierzzgta przeznaczone do badania mikrokrgzenia dekapitowano. Moz~
gl po wyjeciu z jamy czaszkowej utrwalano przez 7 dni w 4% roztwo-
rze formaliny i po utrwaleniu dzielono je na bloki w plaszczyznie czo-
fowej, na wysokosci skrzyzowania nerwow wzrokowych, guza popie-
latego i na granicy mostu i opuszki. Z zamrozonych bloczkow sporzagdza-
no skrawki grubosci 80—100 p, ktére barwiono metodg benzydynowa
wg Pickwortha.

Szczury przeznaczone do badania morfologicznego u$miercano, wy-
konujac w plytkiej narkozie eterowej przezsercowg perfuzje roztworem
formaliny w 0,% NaCl. Po utrwaleniu szczury dekapitowano i pozo-
stawiano cale glowy zwierzat w plynie perfuzyjnym do nastepnego
dnia, po czym wyjmowano mozgi i pobierano takie same bloczki jak
do badania mikrokrazenia. Pobrany material przeprowadzano w spo-
s6b standardowy do parafiny. Skrawki barwiono hematoksyling-eozy-
ng, fioletem kiezylu oraz wg metody Heidenhaina.

WYNIKI

Zawartosé glukozy we krwi

U szczurow kontrolnych, pozbawionych przez 24 godz. pokarmu, za-
wartosé glukozy we krwi wahala sie¢ w granicach 78—85 mg%, u szczu-
row nie glodzonych poziom cukru we krwi wynosit 95—105 mg% (ryc. 1).

Po wstrzyknieciu insuliny obserwowano szybki spadek zawartosci
glukozy we krwi badanych zwierzat. Po jednej godz. stezenie glukozy
wynosilo okoto 28 mg%, po 2 godz. zawartos¢ glukozy byla nizsza niz
10 mg% i na nizszym poziomie niz 20 mz% utrzymywala sie przez trze-
cig i czwartg godzine po podaniu insuliny. W ciagu nastepnych 60 mi-
nut zwierzeta otrzymywaly pokarm, po spozyciu ktérego poziom gluko-
zy we krwi szybko wracal do normy.

Obserwacje kliniczne

Przez pierwszg godzine po wstrzyknigciu insuliny szczury nie wy-
kazywaly zadnych uchwytnych odchylen od normy. Pierwsze objawy
w postaci spowolnienia ruchowego, przyspieszenia oddechu i czyn-
nosci serca po’awialy sie w czesie drugiej godziny po iniekcji. Po uply-
wie dwu do dwu i pét godz., u szczuréw wystepowala krétkotrwata
$pigezka, w trakcie ktorej obserwowano $linotok, zwolnienie oddechu
i czynnosci serca, mimowolne oddawanie moczu i kalu oraz obnizenie
cieploty ciala, u niektéorych zwierzat wystepowaly réwniez napady
drgawkowe. Szczury pozostawaly w stanie $piaczki przez 10—30 mi-
nut, po uplywie ktérych wystepowalo przewaznie samoistne wybudze-
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Ryc. 1. Zawartosé glukozy we krwi szczuréw po podaniu insuliny i w kontroli.
Wyniki przedstawiaja s$rednie arytmetyczne + s$rednie odchylenie od $redniej
wynikéw dla 5 szczurdw. p<0,05.

F'ig. 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 sie zwierzat. U niektorych szczurow w trakcie S$pigczki pojawialty
si¢ objawy ostrej niewydolnosci krazenia prowadzgce do $mierci zwie-
rzecia. Szczury, ktore padly, zostaly wyeliminowane z doswiadczenia.
U zwierzat, ktore przezyly wystepowal poczgtkowo powolny, a w okre-
sie wzrostu zawartosci glukozy we krwi, szybki powrét do normy.

Obserwacje patomorfologiczne

Zmiany patomorfologiczne w moézgach szczuréw doswiadczalnych
ograniczaly sie zasadniczo do uszkodzenia neuronow. Polegalo ono na
pojawieniu sie w cytoplazmie komoérek nerwowych drobnych, nieregu-
larnie rozmieszczonych wodniczek, czasami dostrzegalnych dopiero
w wiekszych powigkszeniach mikroskopowych. Niekiedy byly one wy-
raznie ulozone na obwodzie komoérki. Ponadto obserwowano neurony
z nadbarwliwg, barwigcg sie nieréwno cytoplazmg i niekiedy ciemnym
trojkatnym jadrem (wczesne zmiany ischemiczne neuronéw wg Brier-
leya i wsp. 1971 a). Czesto oba typy nieprawidlowosci wystepowaty
w obrebie tej samej komdrki. Zmienione neurony wystepowaly w spo-
s6b rozsiany w korze pétkul moézgowych, zawojach hipokampa, struktu-
rach podkorowych, w obrebie pnia mézgu i w korze modzdzku. Nasi-
lenie uszkodzen bylo niewielkie i niejednakowe u poszczegdlnych zwie-
rzat z tej samej grupy czasowej.
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Ryc. 2. Szczur z 2 godz. przezyciem po podaniu insuliny. Mikrowakuolizacja
neuronéw w opuszce (strzatki) (600 X). Fiolet krezylu. Pow. 400 X. W dolnym
lewym rogu pojedynczy neuron w wiekszym powiekszeniu (600 X).

Fig. 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 €00.

Ryc. 3. Szczur z 2 godz. przezyciem po podaniu insuliny. Mikrowakuolizacja
i czeSciowa nadbarwliwosé cytoplazmy komoérek Purkinjego. Fiolet krezylu.
Pow. 400 X,

Fig. 3. Rat with 2 h survival after insulin injection. Microvacuolization and cy-
toplasm’s hyperchromasia of Purkinje cells. Cresyl violet. X 400.
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Ryc. 4. Szczur z 4 godz. przezyciem po podaniu insuliny. Hiperchromatyczne neu-

rony opuszki z drobnymi wodniczkami 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.

Rye. 5. Szczur z przezyciem 6 godz. po wstrzyknieciu insuliny. Uszkodzone neu-
rony skorupy i zwigkszona satelitoza. Ficlet krezylu. Pow. 400 X.

Fig. 5. Rat with 6 h survival after insulin injection. Damaged striatal neurons

with increased glial satellitosis. Cresyl wviolet. X 400.
Neuropatologia Polska — 5
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Pojedyncze neurony z mikrowakuolizacjg znajdowano w korze no-
wej juz w 1 godz. po podaniu insuliny. U szczuréw z 2 i 4 godzinnym
przezyciem liczba uszkodzonych neuronéw zwiekszala sie. Spotykano
je rowniez w jadrach podkorowych, opuszce (ryc. 2) i w moézdzku (ryc. 3).
U szczurow z 4 godz. przezyciem komponent ischemiczny czesto prze-
wazal nad mikrowakuolizacjg, przy czym w obkurczonych ciemno bar-
wigcych sie neuronach widoczne byly czesto pojedyncze drobne wodniczki
(ryc. 4). W 6 godzin po podaniu insuliny zmiany ischemiczne przewazaly
nad mikrowakuolizacjg, chociaz spotykano nadal mieszany typ zmian oraz
komorki wykazujagce wczesne stadia uszkodzenia. Sporadycznie obser-
wowano zwiekszong satelitoze (ryc. 5) oraz rozpad komoérek nerwo-

Ryc. 6. Szczur z 6 godz. przezyciem po podaniu insuliny. Uszkodzenie i rozpad neu-
ronébw w zawoju hipokampa (strzalka). 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 przezyciem 6 godz. po wstrzyknigeiu insuliny. Mikrowakuoliza-

cja, zmiany ischemiczne i mieszane komorek Purkinjego. W dolnym lewym rogu

pojedynczy neuron z duza wodniczka. 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). Komorki Purkinjego w mozdzku wykazywaly zmiany o roz-
nym charakterze i nasileniu (ryc. 7). U niektérych szczuréw z 4 i 6 godz.
przezyciem widoczne bylo obrzmienie tkanki z porozsuwaniem ele-
mentéw strukturalnych i obrzekiem oligodendrocytow. W zadnej z grup
czasowych nie stwierdzono zmian w oslonkach mielinowych jak row-
niez okolonaczyniowych ubytkow komoérkowych czy ognisk opusto-
szenia.
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Wynik badania sieci naczyn krwiono$nych i uktadu wlosniczek

Skrawki z mézgéw kontrolnych szczuréw przedstawialy charaktery-
styczne zréznicowanie ukladu i gestosci sieci naczyniowej kory i istoty
bialej w potkulach mézgu (ryc. 8), zawoju hipokampa i w obrebie pnia
mozgu. U zwierzat dekapitowanych po 1 godz. od wstrzykniecia insu-
liny obserwowano zmniejszenie roéznicy gestosci sieci naczyniowej kory
i istoty bialej. W obu strukturach wystepowaly liczne naczynia ma-
tego i sSredniego kalibru, niekiedy o wezykowatym przebiegu, obficie
wypelnione krwig (ryc. 9). Po 2 godz. sie¢ naczyn wlosowatych wy-
dawala sie jeszcze obficiej wypelniona krwig. U zwierzat z 4 godz.
przezyciem po podaniu insuliny obserwowano utrzymujgce sie nadal
przepelnienie krwig wlosniczek oraz wiekszych naczyn i zatarcie réz-
nicy w gestosci sieci naczyniowej kory i istoty bialej (ryc. 10). W tym
okresie w zawojach hipokampa pojawialy sie drobne polka gorszego
ukrwienia, ktérych obecno$¢ obserwowano réwniez u zwierzat z 6 godz.
przezyciem od podania insuliny (ryc. 11). W 24 godz po iniekcji spo-
strzegano tylko pojedyncze naczynia wigkszego kalibru nadmiernie
wypelnione krwig. Zasadniczo juz w tym okresie, podobnie jak u szczu-
row z 48 godz. przezyciem, obraz sieci naczyniowej moézgu szczurow
doswiadczalnych byl taki sam jak u zwierzat kontrolnych.

OMOWIENIE

Z przeprowadzonych badan wynika, ze ostre niedocukrzenie z obni-
zeniem zawartosci glukozy we krwi ponizej 10 mg% na okres 1,5—
—2,5 godz. powoduje u szczurow uszkodzenie neuronéw OUN o typie
mikrowakuolizacji i schorzenia ischemicznego, uznanych przez Brierleya
i wsp. (1971 a) za charakterystyczne wczesne nastepstwo niedostatku
tlenowego (niedotlenienia i/lub niedokrwienia OUN). Tego samego typu
nieprawidlowosci Brierley i wsp. (1971 b) obserwowali réwniez u matp
poddanych ostrej hipoglikemii. Wieksze nasilenie uszkodzen u malp
mozna tlumaczy¢ miedzy innymi znacznie wyzszg dawka insuliny oraz
ich wieksza wrazliwo$cia na niedotlenienie. Inny rodzaj zmian uzyskali
Jones i Smith (1971) u noworodkow szczurzych, ktéorym podawano
insuline w okresie pierwszych 10 dni zycia. Zmiany ischemiczne neuro-
noéw obserwowano dopiero u szczuréw 10 dniowych, natomiast u mlod-
szych zwierzat wystepowal ostry obrzek komorek nerwowych, przy
czym nasilenie uszkodzen zwiekszalo si¢ wraz z wiekiem zwierzat. Za-
16wno inny charakter uszkodzen, jak i ich narastanie u zwierzat star-
szych, wigza sie z odrebnoscia metaboliczng niedojrzatej tkanki ner-
wowej i jej zwiekszajacg sie w miare rozwoju wrazliwoscig na niedo-
tlenienie.
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Rye. 8. Szczur kontrolny. Charakterystyczny uklad i zroznicowanie gestos$ci sieci
naczyniowej w korze i istocie bialej. 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
wlosniczkowej kory i istoty bialej. 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 dekapitowany 4 godz. po podaniu insuliny. Zatarcie réznicy gestosci
sieci wlosniczkowej pomiedzy kora i istota biatg, utrzymujace sie nadal prze-
krwienie sieci wlosniczkowej. 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.

Rye. 11. Szczur dekapitowany w 6 godz. po podaniu insuliny. Widoczne jeszcze
drobne poélka gorszego ukrwienia w zawoju hipokampa (strzatki). 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 zadnej z badanych grup nie stwierdzono
zaleznosci pomiedzy lokalizacja uszkodzen i unaczynieniem moézgu, co
wskazuje na brak udzialu czynnika naczyniowego w rozwoju niepra-
widlowosci strukturalnych. Wystepowanie ogniskowych uszkodzen i na-
silenie zmian komoérkowych na pograniczu unaczynienia duzych pni
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tetniczych w warunkach ostrego niedocukrzenia u malp, Brierley i wsp.
(1971 b) obserwowali tylko u tych zwierzgt, u ktorych wystepowat zna-
czny spadek cisnienia krwi. Powodowal on dodatkowo niedokrwienie
OUN znajdujace wykladnik w akcentacji zmian patomorfologicznych
w obszarach tzw. ostatniej igki.

Patomechanizm rozwoju zmian w OUN w nastepstwie ostrej hipo-
glikemii jest dotychczas nie wyjasniony. Najwczesniejsze zmiany w neu-
ronach w postaci mikrowakuolizacji znajduja odpowiednik ultrastruk-
turalny w uszkodzeniu mitochondriow (McGee-Russel i wsp. 1970). Jed-
nakze badania biochemiczne pomimo znacznego obnizenia zawartosci glu-
kozy w mozgu nie wykazujg spadku zawartosci zwigzkow wysokoener-
getycznych — ATP i fosfokreatyniny — przy obnizeniu zawarto$ci
¢lukozy we krwi ponizej 20, a nawet 10 mg% (Ferendelli, Chang 1973).
Norberg i Siesjo (1976) uwazaja, ze spadek wysokoenergetycznych zwigz-
kéw weglowodanowych jest kompensowany przez utlenianie endogen-
nych substratow. Dopiero wyczerpanie mozliwosci kompensacyjnych
lub zadzialanie czynnikow powodujgcych dodatkowe uposledzenie prze-
miany OUN prowadzi do rozleglejszych i trwalych uszkodzen struktural-
nych.

W okresie hipoglikemii obserwowano u naszych zwierzat nadmierne
wypelnienie krwig wlo$niczek i wiekszych naczyn OUN. Wydaje sig, ze
stwierdzone przekrwienie sieci naczyniowej stanowi zjawisko kompen-
sacyjne, zapewniajgce zwiekszenie transportu glukozy z krwi do tkan-
ki nerwowej. Brak zaburzen mikrokrgzenia w zastosowanym modelu
doswiadczalnym pozwala na wykluczenie ich udzialu w rozwoju zmian
strukturalnych i na odniesienie stwierdzonych nieprawidlowosci do
uszkadzajacego dzialania hipoglikemii.

T. Bexb6a-BobpoBuyu

PAHHME U3MEHEHMUA B ITHC
I[P DKCIIEPMMEHTAJBHOM OCTPOM TUIIOTJIVKEMMUU ¥V KPBICHI

Pe3owMme

ViccieioBaHO BJAMAHME OCTPOI rumorimukemMuy Ha mopdgosormio IITHC u na cocro-
AHMEe MUKPOKpPOBOOOpaleHus.

OnbITbl CTAaBMJIM Ha B3POCJIBIX KpbICaX, KOTOPBIM OJAHOKPATHO BIPBLICKMBAJIN
Kpucrajljimieckuii mucyiaun B go3e 0,5 m.en./100 r Beca Tesa. HaGmroneHnus npoBOAMIN
B npejiellaX OT 1 10 48 4yacoB Mmocjie BOPLICKMBAHUA MHCYJIMHA.

Iloka3zaHo, 4YTO TUIIOIJIMKEMUs C BPEMEHHBIM CHMKEHMEM COJlepXKaHUA TJHKO3bI
B KpoBu Huxke 10 mr%o BbI3bIBAeT B MO3raxX KpPbIC pa3BUTHUE CTPYKTYPHbIX M3Me-
HEeHMJ, XapaKTePHbIX AJI PAaHHEro nepuoja IMmnokcuu u mmemmm. OHM 3aKJHOYAOTCH
B TOSABJEHUM MMUKPOBAKyOJIM3alUMM M MIIEMUYHOTO 3200F@RaHMA HEPEBHBIX KIIETOK,
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IpMYeM MX MHTEHCUMBHOCTBH OOyCJ/IOBJIEHA NPOJOJIKUTEIBLHOCTBIO TMIIOTIMKeMuy. W3-
MEHEHMSA B HepPBHBIX KJIETKaX HOCAT PACCesHHbI XapaKTep M JIOKalM30BaHbl B KOpe
MO3TOBBIX IMOJIyLIapyii, B IIOAKOPKOBBIX CTPYKTypaX, B 00JacTM MO3roBOTO CTBOJIA
U KOpbl MoO3KedkKa. OTCyTCTBMe CYIIECTBEHHBIX HaApPyILIEHMII MMUKPOKPOBOOOpaIeHUs
B MCIIOJIb30BAaHHBIX SKCIEPUMEHTAJNbHBIX YCJIOBMAX IMO3BOJIAET MCKJIIOUUTH KaK He-
TIOCPeJICTBEHHOE, TaK M OIIOCPeJOBAaHHOE ydYacTue COCYAMCTOro (hakKTopa B Pa3BUTHUK
CTPYKTYPHBIX M3MEHEHMII, KOTOpPble B CBf3M C 9TUM MOZKHO paccMaTpuBaTh Kak
ImoKasaTesb AeMCTBMA YMCTO) MeTaboJIn4ecKoi I'MIIOKCHMM HA HEPBHYIO TKaHb.

T. Wierzba-Bobrowicz

EARLY CEREBRAL CHANGES IN EXPERIMENTAL
HYPOGLYCEMIA IN THE RAT

Summary

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 1IU/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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specjalistow medycyny nuklearnej i biochemikéw. Mowa tu o mozliwosci oceny
stopnia zlosliwosci a nawet typu histopatologicznego guzéw $roédczaszkowych bez
koniecznosci pobierania materialu bioptycznego. Perspektywy takie i to juz bar-
dzo realne stwarza komputerowa tomografia osiowa polgczona z technikg izo-
topowg (Di Chiro, USA). Rozwo6j tej techniki, niestety niezwykle kosztownej, stwo-
1rzy rowniez warunki dla przyzyciowej oceny proceséw metabolicznych w tkance
nerwowej mozgu.

Bardzo istotny problem jednolitej w skali miedzynarodowej klasyfikacji guzow
mozgu, zostal przedstawiony na sympozjum przez Barnarda z Wielkiej Brytanii.
Jak wynika z jego referatu zagadnienie nie zostalo do tej pory rozwigzane. Po-
mimo bowiem powolania pod egida Swiatowej Organizacji Zdrowia, miedzynaro-
dowej grupy roboczej z siedziba w Kolonii (prof. Ziilch), zaproponowana przez
nig klasyfikacja nadal znajduje sie jeszcze w ogniu szerokiej dyskusji, w ktorej
dotychczas nie ma zgodnosci stanowisk.

Ostatnie sympozjum zostalo zorganizowane przez Amerykanskie Stowarzyszenie
Neuropatologébw z tematyka podstawowych procesé6w patologicznych w neuro-
nach i gleju. W sympozjum omoéwiono rozwdj potgczen dendrytycznych i synap-
tycznych (Purpura, USA), zdolnos¢ adsorpcyjng blor cytoplazmatycznych neu-
roné6w (Gonatas, USA), powigzania funkcjonalne oligodendrogle’u i mieliny (Lam-
pert, USA) oraz patologie astrogleju (Ikuta, Japonia). Sympozjum zakonczyt
wyktad prezydencki (presidential addres) Asao Hirano, przzwodniczgcego Ame-
rykanskiego Stowarzyszenia Necuropatologow. Sympozjum stanowilo dobry prze-
glad wspolczesnego stanu wiedzy w zakresie podstawowych zjawisk cytologicz-
nych wystepujgcych w tkance rerwowej w chorobach os$rodkowego ukladu ner-

wowego.
Omoéwienie nawet w wielkim skrocie olbrzymiego dorobku kilkuset doniesien
wygloszonych w czasie poszczegdlnych konferencji jak i zaprezentowanych na

sesiach plakatowych nie wydaje sie mozliwe. Nalezy jedynie podkresli¢, ze w co-
raz wiekszym stopniu neuropalo’ogia tak doswiadczalna jak i kliniczna korzysta
z szerokiego wachlarza metod bicchemicznych i biofizycznych, stajgc sie z nauki
morfologicznej neurobiologia pat‘ologiczng.

Z polskich uczestnikow kongresu Mossakowski (Warszawa), przzdstawil do-
niesienie wspélne z Kapuscinskim, w ktérym wysungt dobrze udowodniong, na
podstawie dziesigtk6w badan szczzgélowych, teze, ze ro6zne stany patologiczne,
ktére mozna ujagé pod wspélnym mianem hipoksji prowadzg do niedokrwienia
moézgu, stanowigcego podstawowy mechanizm w patologii naczyniowej. Glowna
przestanka dla tej niezwykle interesujacej tezy sa dane wskazujace, ze niedotle-
nienie ni€zaleznie od natury czynnika wywolujgczgo powoduje zaburzenia krg-
zenia krwi w moézgu. Dymecki (Warszawa) przedstawil na sesji plakatowej
doniesienie wspélne z Walskim na temat dynamiki zmian synaps typu S i F
w doswiadczalnej padaczce audiogennej u szczuréw. Autor niniejszego sprawo-
zdania wyglosit doniesienie opracowane wspbélnie z zespolem pracownikéw Kliniki
Neurologicznej AM w Poznaniu na temat wplywu zatrucia zwigzkami alkilo-
wymi nitrozomocznika na biatka mieliny.

Na Kongresie ogloszono, ze nowym przewodniczacym Miedzynarodowego Sto-
warzyszenia Neuropatologoéw zostal wybrany J. Corscllis, a sekretarzem J. Adams,
obaj z W. Brytanii. Kolejny IX Kongres Neuropatologii odbedzie sie za 4 lata
w Sztokholmie.

Mieczystaw Wender
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DICHLORVOS PENETRATION THROUGH RABBIT PLACENTA
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The question how dichlorvos affects the health of fetuses and new-
borns is still a matter 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, Dambska
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
(Maslinska, 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 (Maslinska, 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.
I'ive ul of the solution was injected onto a chromatographic glass column
(152 cm length and 4 mm diameter). The columns were filled with
15% OV — 17 + 1.95% OF-1 on WHP Chromosorbent (100—120 mesh).
The temperature of the tube was 165°C. Determinations were made on
a Pye Unicam 104 gas chromatograph with ®Ni 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 wmol/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, B — blood of a treated fetus, C — blood investigated

i @

@ @I o E

@- proba kontrolna
control blood

roba doswiadczalna
® p

~ experimental blood Fig. 1. Chromatograms of dichlorvo
© proba doswiadczalna +0226 umol/l DDVP G4 rom. i e 0, e
~ experimental blood +0.226 pmol/l DOVP Ryce. 1. Rozdél.alhy1 clfmromatograﬁczne
ichlorfosu.
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after in wvitro addition of a standard dose of dichlorvos (fortification).
Chromatograms B and C show peaks which correspond to the pesticide
that is looked for. After the fortification, the pesticide present in the B
sample and the amount added in witro 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 umol/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 aftér single administration of DDVP to females
(6 mg/kg of total body weight per os) (Chromatographic determinations)
Tabela 1. Stezenie DDVP we krwi plodéw po jednorazowym podaniu DDVP samicom (6 mg/
|kg wagi ciala doustnie)
(Oznaczenia chromatograficzne)

Fotuses Number of fetuses Time of blood DDVP concentrations
collection in gmol/l1
Plody Liczba plodéw Czas pobrania  Stezenie DDVP w gmol/l
krwi min X 48D
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 matter 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 umol/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, after its
return to mother’s blood.

It seems that the previously observed reduction of the acetylcholin-
esterase activity in the brain tissue of the newborn and young rabbits
(Maslinska, 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 (Maslinska, 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 maturation period may be-
come a particularly important problem in human pathology.

D. Maslinska, M. Dambska, S. Maslinski

PRZECHODZENIE DICHLORFOSU PRZEZ LOZYSKO KROLIKA
Streszczenie

Okres$lono przechodzenie dichlorfosu (DDVP) przez lozysko. Ciezarnym Kkro-
licom w dniu spodziewanego porodu podawano doustnie 6 mg/kg DDVP rozpusz-
czonego w oleju sltonecznikowym.

Stezenie DDVP we krwi plodéw oznaczano metodg chromatografii gazowej
po 5, 10, 20, 30 i 120 minutach od podania preparatu cigezarnym samicom.

We wszystkich badanych préobach stwierdzono obecnos$é pestycydu. Najwiek-
sze stezenie DDVP (7,692 pmol/l) zaobserwowano po 20 minutach, po czym na-
stepowal stopniowy jego spadek. Wyniki badan wskazuja na mozliwos$¢ uszka-
dzajacego dzialania pestycydu na pléd w nastepstwie jego przejscia przez to-
zysko.

J. Macaunbcka, M. JombGcka, C. MacamHbCKu

IIPOHUKHOBEHUE IUXJIOPPOCA YEPE3 IIJAIIEHTY KPOJMUKA
Pe3zmowMme

UccnenoBano nNpoHMKHOBeHue auxJyopdgoca (DDVP) uyepe3 mnJauneHTy KpOJMKa.
BepeMeHHbIM CaMKaM 3a J€Hb A0 POAOB BBOAMJIM Per 0S PACHyLIeHHbIM B IIOJCOJ-
HeyHoM Macje DDVP B kKoamuecTBe 6 Mr/Kr Beca TeJia.

MeTonoM ra3oBOy XpoMarorpaduyu uU3MepAdyM y IJIOAOB KOHUeHTpaumio DDVP
B KpoBu uepe3 5, 10, 20, 30 u 120 MuMHyT mocje mnoaayyu Ipenapara OepeMeHHBIM
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camMkaMm. Bo Bcex mccienoBaHHBIX Obpasuax Ob110 00HApPyIKEHO NPUCYTCTBUE IMECTU-
unaa. Camas 6Gonbmaa Kouunentpauuss (DDVP 7.692 uM/si) 6Gbuia onpejesena uepes
20 MMHYT mOCJIe BO3JEMCTBUA Npenapara, I0CJ€e 4Yero HaCTyIajlo IOCTeNIeHHOe CHM-
KeHue ero KouHuenrpauuu. Ilonydennble JaHHBbIE YKa3bIBAIOT HA BO3MOXKHOCTH
BO3JIEMCTBUA MNECTUIMJA HaA IIOJ 4Yepe3 IIJIaleHTy.
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KOMUNIKATY

W dniach od 14 do 16 wrze$nia odbedzie si¢ w Essen (RFN) zjazd Niemiec-
kiego Towarzystwa Neuropatologow i Neuroanatoméw. Tematem zjazdu beda
odchylenia immunologiczne, defekty immunologiczne i supresja immunologiczna
a zapalenia mozgu.

*
* *

Komisja Neurochemii i Komisja Chor6b Nerwowo-Mig$sniowych Komitetu
Nauk Neurologicznych PAN oraz Sekcja Neurochemii Polskiego Towarzystwa Neu-
rologicznego organizuja w dniach 12—13 pazdziernika 1979 r. w Pulawach XIV
Dzien Neurochemii Klinicznej na temat biochemii mig$ni i nerwéw obwodowych.

Termin zglaszania referatébw i doniesien oraz uczestnictwa uplywa 1 maja
1979 r.

Adres Komitetu Organizacyjnego:
Prof. dr hab. Mieczystaw Wender,
Klinika Neurologii Instytutu Chor6b Ukladu Nerwowego
i Narzadow Zmystéw AM w Poznaniu,
ul. Przybyszewskiego 49, 60-355 Poznan.
*
* *

Sekcja Neurologii Rozwojowej przy krakowskich oddzialach Polskiego Towa-
rzystwa Neurologicznego i Polskiego Towarzystwa Pediatrycznego oraz Instytut
Pediatrii AM organizuja w Krakowie w dniu 19 listopada 1979 r. Konferencje
Naukowg w ramach dorocznego Dnia Neurologii Dziecigcej.

Program Konferencji:
-— Dyskusja ,,0kraglego stolu” na temat padaczki z napadami zgieciowymi u nie-
mowlat.
— Podostre twardniejace zapalenie moézgu u dzieci (SSPE).
Termin zglaszania doniesien na temat SSPE i przestania streszczen uplywa
1 maja 1979 r.
Adres Komitetu Organizacyjnego:
Specjalistyczny Zesp6t Matki i Dziecka,
Poradnia Neurologiczna,
31-503 Krakow, ul. Strzelecka 2/4.
*
* *

W dniu 3 pazdziernika 1979 odbedzie sie w Saint Louis, Missouri, (USA) IX
Miedzynarodowe Sympozjum Towarzystwa im. Fultona poswigcone problemowi
neuropeptydow w moézgu.

Adres Komitetu Qrganizacyjnego:
Prof. dr Victor Soriano,
Calle Buenos Aires 363
Montevideo, Urugway.

* *

W okresie od 3 do 6 pazdziernika 1979 odbedzie sie w Budapeszcie Sympozjum
Neurologii i Psychiatrii Dzieciecej.
Tematy Sympozjum z zakresu neurologii obejma:
— énac;enie nowych metod neurofizjologicznych w badaniu neurologicznym
zieci,
—- choroby metaboliczne ukladu nerwowego u dzieci,
— doniesienia wolne.

Adres Komitetu Organizacyjnego:
A. Mattyus, M.D.
Heim Pal Hospital for Children,
Neurological Department
H 1089 Budapest,

Ulléi ut. 86.
Jerzy Dymecki
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WPLYW DICHLORFOSU (DDVP) NA TKANKE NERWOWA
HODOWANA IN VITRO.

(BADANIA W MIKROSKOPIE SWIETLNYM I ELEKTRONOWYM

Zesp6t Neuropatologii Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN
Kierownik Zespotu: prof. dr M. J. Mossakowski
Pracownia Ultrastruktury Ukladu Nerwowego Centrum Medycyny Doswiadczalnej
i Klinicznej PAN
Kierownik Pracowni: doc. dr J. Borowicz

Dichlorfos nalezy do fosforoorganicznych zwiazkéw owadobojczych
powszechnie stosowanych w rolnictwie. Toksyczne dzialanie insektycy-
dow fosforoorganicznych dotyczace przede wszystkim procesow utle-
niania komoérkowego wykazane zostalo 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 ostabienia aktywnosci dehydrogenazy bursztynianowej i oksy-
dazy cytochromowej (Szumanska, Gadamski 1977) oraz zahamowania
aktywnosci acetylocholinesterazy (Lancaster 1972; Gadamski, Szuman-
ska 1977).

W badaniach doswiadczalnych przeprowadzanych na zwierzetach
przy podawaniu zwigzkow fosforoorganicznych przez przewod pokarmo-
wy nalezy liczy¢ sie z toksycznym wplywem nie tylko samych zwigz-
kéw lecz réwniez produktéw ich przemiany. Zastosowanie modelu orga-
notypowych hodowli tkankowych, wykluczajgce metaboliczng role wa-
iroby, jak rowniez udzial naczynicwych ukladéw barierowych pozwala
na ocene bezposredniego wplywu dichlorfosu na obraz morfologiczny
tkanki nerwowej.

Celem badan byla ocena zmian strukturalnych i ultrastrukturalnych
w poszczegdlnych elementach tkankowych osrodkowego ukladu ner-
wowego w hodowli pozaustrojowej, stanowigcych nastepstwo bezposred-
niego dzialania dichlorfosu. Badania uzupelniono analiza wplywu pe-
stycydu na aktywno$¢ wybranych enzyméw oksydacyjno-redukcyjnych
i acetylocholinesterazy.
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MATERIAL I METODY

Badania wykonano na organotypowych hodowlach mézdzku noworod-
kow szczurzych, ktore prowadzono wedlug standardowej metody opi-
sanej przez Krasnickg i1 Mossakowskiego (1965). Do wyselekcjonowa-
nych 3-tygodniowych hodowli podawano dichlorfos (0,0-dwumetylo-
-0/2,2-dwuchlorowinylo/fosforan — otrzymany z Instytutu Chemii Fi-
zycznej PAN). Badania prowadzono w trzech grupach do$wiadczalnych
roznigeych sie stezeniem pestycydu. W grupie I podawano 10 wng di-
chlorfosu rozpuszczonego w 0,01 ml 96% etanolu/1 ml medium. W gru-
pie II zastosowano dawke zwiekszong dwukrotnie (20 ug w 0,01 ml
96% etanolu/l1 ml medium), a w grupie III dawke dziesieciokrotng w sto-
sunku do grupy I (100 ug w 0,01 ml 96% etanolu/1 ml medium). Ze
wzgledu na alkoholowy roztwor podawanego pestycydu wykonano tak-
ze badania na hodowlach, ktéorym dodawano do medium 96% etanol
w ilosci 0,01 ml/1 ml medium i 0,1 ml/1 ml medium. Okres dzialania
dichlorfosu i etanolu na hodowle wynosit 3 dni. Grupe kontrolng stano-
wily 3 tygodniowe hodowle prowadzone w standardowych warunkach
rownolegle do wszystkich grup doswiadczalnych.

Do badan w mikroskopie $wietlnym zastosowano metody histolo-
giczne (Nissla — przy uzyciu blekitu toluidyny i Bodiana), histochemicz-
ne (Sudan czarny B, PAS, PAS-dimedon) oraz histoenzymatyczne (ozna-
czano aktywnos¢ dehydrogenazy bursztynianowej (SDH), dehydroge-
nazy glutaminowej (GDH) i dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej
(G-6-PDH", a takze acetylocholinesterazy (AChE).

Badaniom mikroskopowo-elektronowym poddano hodowle z grupy II
(dichlorfos w dawce 20 wg/l ml medium) oraz z grupy kontrolnej. Ma-
terial 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 wzrastajacym stezeniu i za-
tapiano w eponie 812. Ultracienkie skrawki krojono na ultramikrotomie
Reicherta OmU 2 i kontrastowano octanem uranylu i cytrynianem olo-
wiu. Material przegladano i fotografowano w mikroskopie elektrono-
wym JEM 7 A.

WYNIKI

Badania w mikroskopie Swietlnym

Podanie do hodowli 96% etanolu w obu stosowanych stezeniach (0,01
ml/1 ml medium i 0,1/1 ml medium) nie powoduje odchylen w struktu-
rze tkanki nerwowej ani w aktywnosci badanych enzyméw w poréwnaniu
z hodowlami prowadzonymi w warunkach standardowych.
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Hodowle z grupy I z najnizsza dawka dichlorfosu, w obrazach histo-
logicznych i histochemicznych, nie wykazujg réwniez nieprawidlowosci.
Struktura komoérek nerwowych i glejowych jak réwniez oslonek mieli-
nowych nie rézni sie od obrazéw z hodowli kontrolnych. Podobnie nie
obserwuje sie réznicy w obrazie aktywnosci enzymatycznej hodowli
z I grupy doswiadczalnej i z grup kontrolnych.

Hodowle grupy II z podwdjng dawka dichlorfosu nie wykazuja zmian
w barwieniach przegladowych ani w preparatach barwionych metoda
Bodiana i Sudanem Czarnym B. Poréwnanie preparatow grupy II
i grup kontrolnych barwionych metodg PAS nie uwidacznia takze istot-
nych roznic w zawartosci substancji PAS-dodatnich. Zarowno kon-
trolne jak i doswiadczalne hodowle barwione metodg PAS-dimedon
nie wykazujg obecnogci glikogenu.

Badanie koncowych produktow reakecji enzymatycznych wykazuje
nieznaczne oslabienie aktywnosci dehydrogenazy bursztynianowej i glu-
taminowej jedynie w komorkach glejowych strefy wzrostu. Odeczyn na
dehydrogenaze glukozc-6-fosforanowa wydaje sie zblizony do normy.
Najistotniejsze zmiany w tej grupie doswiadczalnej dotycza aktyw-
no$ci acetylocholinesterazy. W hodowlach kontrolnych wiekszo$¢ ko-
morek nerwowych wykazuje wysoka aktywnos¢ enzymu (ryc. 1). Na-
tomiast hodowle traktowane dichiorfosem wykazuja wyrazne ostabie-
nie jego aktywnosci (ryc. 2).

Najwigeksze zmiany patologiczne spostrzega sie w hodowlach grupy
ITI, w ktoérej zastosowano najwyzszg dawke dichlorfosu. Zmiany o cha-
rakterze zwyrodnieniowym dotycza zaréwno komorek eksplantatu jak
i strefy wzrostu. W preparatach barwionych metodg Nissla stwierdza
sig rozluznienie struktury hodowli ze zmniejszeniem ilosci komorek
w polu widzenia (ryc. 3, 4). Jadra komoérek sa jasne, ograniczone wy-
razng blong, szczagtkowa cytoplazma wybarwia sie stabo. Komoérki ner-
wowe i glejowe tracg wypustki. W barwieniu metodg PAS zawieraja
one substancje PAS-dodatnie, zlokalizowane w poblizu jader lub roz-
proszone w podlozu hodowli. Nie wykrywa sie jednak obecnos$ci ziaren
glikogenu. Barwienie metodg Bodiana potwierdza znaczne uszkodzenie
struktury tkanki nerwowej w poréwnaniu z hodowlami kontrolnymi
(ryc. 5, 6). Prawie wszystkie komorki sa bezwypustkowe. W prepara-
tach barwionych Sudanem Czarnym B nie spostrzega sie wlokien oto-
czonych oslonkami mielinowymi, w zachowanych komérkach stwier-
dza sie duze ilosci ziaren sudanofilnych. Odczyn histochemiczny ujaw-
niajagcy aktywnos¢ badanych dehydrogenaz jest wybitnie ostabiony lub
negatywny we wszystkich prawie komoérkach hodowli. Dotyczy to za-
réowno aktywnosci wszystkich dehydrogenaz jak rowniez odczynu na
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Ryc. 1. Hodowla z grupy kontrolnej. Wysoka aktywno$é acetylocholinesterazy
w komoérkach nerwowych moézdzku. Pow. 400 X.
Fig. 1. Control culture. High acetylcholinesterase activity in nerve cells of ce-
rebellum. X 400.
Ryc. 2. Grupa II. Oslabiona aktywno$é¢ acetylocholinesterazy w neuronach moézdz-
ku. Pow. 400 X.
Fig. 2. Group II. Decreased acetylcholinesterase activity in cerekellar neurons.
X 400.
Ryc. 3. Obraz hodowli z grupy kontrolnej w barwieniu blekitem toluidyny. Pow.
400 X.
Fig. 3. Control culture stained with toluidine blue. X 400.
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acetylocholinesteraze. Obrazy przedstawione na kolejnych rycinach 7—12
wykazuja wyrazne roznice w aktywnosciach badanych éhzymoéw w ho-
dowlach kontrolnych i poddanych dziataniu dichlorfosu.

Badania mikroskopowo-elektronowe

Dla wyja$nienia ultrastrukturalnej lokalizacji 'i charakteru weczes-
nych zmian powstajacych pod wplywem dzialania dichlorfosu wydawato
sie celowe przebadanie w mikroskopie elektronowym hdodowli z II gru-
py doswiadczalnej nie wykazujacych w mikroskopie sw1etlnym zmian
strukturalnych i niewielkie stosunkowo odchylenia w aktywnysm ba-
danych enzyméw. Obserwacje mikroskopowo-elektronowe wykazaty
zmiany morfologiczne 'w komoérkach nerwowych i glejowych, przy czym
charakter i nasilenie nieprawidlowosci byly- zréznicowane w zalezno$ci
od typu komorki.

W hodowlach poddanych dzialaniu dichlorfosu tylko niektére neuro-
ny wykazujg zmiany w obrazie ultrastrukturalnym.- Obok obfitej szor-
stkiej siatki $rédplazmatycznej i dobrze rozwinfetego aparatu Golgiego
(ryc. 13) widoczne s3 w cytoplazmie liczne ciala tluszczowe  oraz po-
jedyncze uszkodzone mitochondria. Mitochondria sa duzé, o jashej ma-
cierzy, czesto pozbawione grzebieni.

Wiekszos¢ aksonéw zaréwno znajdujacych sie w poczqtkowych sta-
diach mielinizacji (ryc. 14) jak i z wyksztalcona oslonka mielinowa (ryc.
15) wykazuje znaczne zmiany zwyrodnieniowe. Wibékna osiowe czesto
sa pozbawione organelli, a zawieraja jedynie niewielka ilo§¢ klaczko-
watej substancji. W aksonach o wiekszej $rednicy stwierdza si¢ row-
niez brak organelli, a oprécz substancji klaczkowatej jest w nich obec-
ny drobnoziarnisty material rozproszony lub zawarty w pecherzykach
(ryc. 14, 15). Koncentryczny ukiad blaszek mielinowych jest wyraznie
zaburzony. Widoczne sj rozwarstwienia i znaczne porozsuwanie blaszek
lub ogniskowe zatarcie budowy oslonek (ryc 15).

Wsrod komorek glejowych najwigksze zmiany w 2brazie aultrastruk-
turalnym wykazuja oligodendrocyty. W ich cytoplazmie stwierdza sie
obfite nagromadzenie cial tluszczowych, wyraznie wigksze niz w oligo-
dendroeytach hodowli kontrolnych (ryc. 16). Zawierajg one lizosomy

Ryc. 4. Grupa III. Zmiany zwyrodnieniowe w komérkach hodowh Nissl. Pow.
400 X. U

Fig. 4. Group “HI. Degenerative changes in culture cells. Nissl. X 400.

_I_iyc. 5. Hodowle grupy kontrolnej barwione metoda Bodiana. Pow. 200 X.
Fig. 5 Contrel culture. Bodlan staining. X 200.

Ryec. 6. Grupa TIT, Zmniejszenie ilosci wloklen nerwowych. Bodian. Pow. 200 X.
Fig. 6. Group IIL Decrease in number of nerve fibres. Bodian. X 200.
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Ryc. 7. Aktywnosé dehydrogenazy bursztynianowej w hodowli grupy kontrolnej.
Pow. 200 X.

Fig. 7. Succinate dehydrogenase activity. Control culture. X 200.

Ryc. 8. Grupa III. Znaczne ostabienie aktywnosci dehydrogenazy bursztynianowej.
Pow. 200 X.

Fig. 8. Group III. Marked decrease of succinate dehydregenase activity... X 200.

Ryc. 9. Aktywnos$é dehydrogenazy glutaminianowej w hodowli kontrolnej. Pow.
200 X.

Fig. 9. Glutamate dehydrogenase activity in control culture. X 200.
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Rye. 13. Grupa II. Fragment neuronu z dobrze rozwinietym aparatem Golgiego

(G), z normalnie wyksztalcong siatkg ergastoplazmatyczng (ER). W cytoplazmie

widoczne mitochondria (M), neurotubule (Nt), lizosomy (Li) i ciala tluszczowe (L).
Pow. 20000 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 takze obfite gliotubule
(ryc. 17). Podobne zmiany, ale o mniejszym nasileniu spostrzega sie
w komoérkach astrogleju (ryc. 18).

OMOWIENIE

Dichlorfos podany bezposrednio do plynu odzywczego hodowli powo-
duje uszkodzenia strukturalne w komorkach hodowanej tkanki ner-
wowej. Stwierdzone nieprawidlowosci histoenzymatyczne stanowi¢ mo-
ga wykladniki zaburzen metabolicznych. Przedstawione wyniki wska-
zuja na wyrazng zalezno$¢ nasilenia nieprawidlowosci od stezenia insek-

Ryc. 10. Grupa IIT. Wyrazne oslabienie aktywnosci dehydrogenazy glutaminia-
nowej. Pow. 200 X.

Fig. 10. Group III. Marked decrease of glutamate dehydrogenase activity. X 200.

Ryec. 11. Aktywnos$¢ dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej w hodowli grupy
kontrolnej. Pow. 200 X.

Fig. 11. Glucose-6-phosphate dehydrogenase activity in control culture. X 200.

Ryec. 12. Grupa III. Oslabiona aktywno$¢ dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej.
Pow. 200 X.

Fig. 12. Group III. Decreased glucose-6-phosphate dehydrogenase activity. X 200.
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Ryc. 14. Grupa IL Liczne uszkodzone aksony w poczatkowych stadiach mielini-

zacji. Widoczne rozwarstwienie blaszek mielinowych (strzalki). W wigkszosci

aksonéw zatarta struktura aksoplazmy, w niektérych widoczne neurotubule (Nt).
Pow. 28 000 X.

Fig. 14. Group II. Numerous damaged axons in the initial stages 6f myelination.
Separation of myelin lamellae (arrows). In most axons cobliterated axoplasm struc-
ture, in some neurotubules (Nt). X 28 000.

tycydu fosforoorganicznego. Dawke dichlorfosu zastcsowang w I gru-
pie do$wiadczalnej obliczono w stosunku do zawartosci bialka w skraw-
ku tkanki nerwowej przypadajacej na jedna hodowle. Dawka ta oka-
zala sie niewystarczajgca dla wywolania uchwytnych zmian w obra-
zie morfologicznym hodowli. Przy podwojnej dawce insektycydu (gru-
pa II) stwierdzono wyrazny efekt antycholinesterazowy oraz nieznacz-
ne oslabienie aktywnosci enzymoéow oksydoredukcyjnych w komorkach
glejowych. Nieprawidlowosci stwierdzone w tej grupie zblizone sg do
zmian wystepujacych w do$swiadczalnym zatruciu in vivo. Jednorazo-
we podanie dichlorfosu w dawce 50% LD;s, powodowalo oslabienie akty-
wnosci acetylocholinesterazy w komoérkach nerwowych warstwy ziar-
nistej kory mozdzku szczura (Gadamski, Szumanska 1977). Ta sama
dawka prowadzila do uogélnionego oslabienia aktywnosci enzyméw od-
dechowych w mézgu (Szumanska, Gadamski 1977).

Hodowle z grupy III, potraktowane dawka pieciokrotnie wigkszg
w stosunku do grupy 1I, wykazuja cechy bardzo znacznego uszkodzenia,
prowadzgcego do nieodwracalnych zmian zaréwno komérek nerwowych
jak i glejowych w hodowli.
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Rye. 15. Grupa II. Widkno osiowe pozbawione prawie catkowicie organelli, wy-
pelnione niewielka iloscig materialu klaczkowatego lub drobnoziarnistego zawar-
tego w pecherzykach (strzaltka). Zaburzony koncentryczny uklad blaszek mielino-
wych. Pow. 27000 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. Grupa II. W oligecdendrceycie obecna duza ilo$é cial ttuszczowych i licz-
ne mate mitochondria. Pow. 12000 X.

Fig. 16. Group II. Large quantities of lipid bodies and small mitochondria in
oligodendrocyte. X 12 090.
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Rye. 17. Grupa II. Oligodendrocyt z duza iloScig gliotubuli (Gt), lizosoméw (Li)
i cial tluszczowych (L). Pow. 22000 X.

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

Ryc. 18. Grupa II. Fragment niezmienionej komorki astrocytarnej z niewielka
iloscig ciat 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 pozwolily na
uwidocznienie nieprawidlowosci ultrastrukturalnych, ktérych nie wy-
kazano w obrazach z mikroskopu $wietlnego. Najistotniejsze zmiany
ultrastrukturalne wyrazaly sie uszkodzeniem aksoplazmy i ostonki mie-
linowej oraz nagromadzeniem substancji tluszczowych w cyteplazmie
oligodendrocytéw, a takze nieprawidlowosciami mitochondriow w gleju
skapowypustkowym. W przeciwienstwie do zmian w wypustkach, peri-
karia komoérek nerwowych wykazywaly znacznie mniejsze uszkodze-
nia. Podobnie w odréznieniu od oligodendrocytow, glej gwiazdzisty wy-
kazywal nieznaczne zmiany patologiczne.

Zarowno w mikroskopie Swietlnym jak i w mikroskopie elektrono-
wym nie stwierdzono obecnosci zlogéw glikogenu w zadnym typie
komoérek hodowli, w przeciwienstwie do badan prowadzonych na zwie-
rzetach do$wiadczalnych, u ktérych metodami biochemicznymi i histo-
chemicznymi wykazano przej$ciowe nagromadzenie wielocukru w moéz-
gach (Biczowa i wsp. 1975; Szumanska, Gadamski 1977). Gromadzenie
sie glikogenu w osrodkowym ukladzie nerwowym stanowi czeste na-
stepstwo niedotlenienia tkanki nerwowej (Mossakowski i wsp. 1968;
Krasnicka 1969; Krasnicka i wsp. 1974, 1976). Pachecka i wsp. (1975,
Sitkiewicz i wsp. (1975), Biczowa i wsp. (1975) na podstawie wynikéow
badan biochemicznych przypuszczaja réwniez, ze wzrost zawartoSci
glikogenu w mozgach zwierzat doswiadczalnych po zatruciu dichlorfo-
sem jest skutkiem niedotlenienia wywolanego dzialaniem pestycydu
na uklady enzymatyczne lancucha oddechowego mitochondriéw komor-
kowych moézgu. Wydaje sie, ze brak glikogenu w naszym materiale moz-
na tlumaczy¢ przedluzonym dzialaniem dichlorfosu (3 doby) na hodow-
le mozdzku i przeprowadzeniem odczynéw histochemicznych w okre-
sie, w ktéorym zmiany moga by¢ juz niewykrywalne.

Uzyskane wyniki potwierdzaja wczesniejsze spostrzezenia dotyczace
zahamowania aktywnosci acetylocholinesterazy i zaburzen w aktyw-
nosci enzymoéw oksydoredukcyjnych w nastepstwie dzialania fosforo-
organicznych insektycydow. Charakter morfologiczny zmian sugeruje
rowniez uszkadzajace dzialanie dichlorfosu na struktury blonowe ko-
morek. Uszkodzenie ostonek mielinowych wiaza¢ nalezy zapewne z cigz-
kimi zmianami w oligodendrocytach. Podobnego charakteru nieprawi-
dlowosci w ultrastrukturze komorek odpowiedzialnych za procesy mie-
linizacji stwierdzono rowniez w wielu innych ukladach doswiadczal-
nych, charakteryzujacych sie wystepowaniem uszkodzen oslonek mie-
linowych (Korthals i wsp. 1973; Krasnicka i wsp. 1974, 1976; Mossa-
kowski, Gajkowska 1976).
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3. Kpacuuuka, B. TankoBcka

BIIMAHUE JUXJOPPOCA (DDVP) HA HEPBHVYIO TKAHDB,
KYJIbTUBUPOBAHHYIO IN VITRO
(MCCIEDOBAHMSA B CBETOBOM M DJEKTPOHHOM MUKPOCKOITAX)

Pes3wome

Ilenpio paboTer ObLIa OLEHKA CTPYKTYPHBIX M YJIbBTPACTPYKTYPHBIX M3MEHEHUMI
B OT/eJbHBIX TKaHEBbIX 9JIeMEHTaX LEeHTPAJbHOM HEPBHOM CHUCTEMBI B KyJbType
TKaHyu in vitro, sABIAIOIIMXCA CJIEACTBMEM HEIIOCPEACTBEHHOTO BO3JEMCTBUA AUXJOP-
doca. ViccrnenoBauus ObLIM JOIOJHEHBI aHAJIM30M BIAMAHUA IECTMLUMJA HA aKTUMBHOCTH
HEKOTOPBIX OKMCINTEJIBHOBOCCTAHOBUTEJBHBIX (PePMEHTOB M aUeTUJIXO0JMHICTepasbl.

ObnapykeHa 4YeTKas 3aBUCUMMOCTbL CTENEH) HAPYLIEeHM) OT KOHIEHTpauumu IIeCTuU-
uuja B IuTaTenbHOM cpene. Ilogauya auxJjgopdgoca B KoamyecrBe 20 ur Ha 1 MI
cpejbl BBI3bIBaJla BO BCEX TUIIAX KJETOK 3HA4YMUTEJIbHOe oOcyableHye aKTUBHOCTU
aleTUMJIXO0JIMHICTepa3bl M HE3HAYUTEJbHOE CHMIZKEeHMe aKTMBHOCTM MCCJIIeAOBaHHBIX
OKMCJINTEJIbHO-BOCCTAHOBUTENIBHBIX (bepMeHTOB. JlcciaenoBaHHbIe B 3J€KTPOHHOM MM-
KPOCKOIlIE KyJBTYPbl 9TOM SKCIIEPUMMEHTAJbHOM TI'PYyNNbl OOHAPYXUIU M3MEeHEeHUS
B YJbTPacTPyKType, 3aKJIOHalIMeca B IOBPEXKJAEHMAX aKCOMJIa3Mbl M MMEJIMHOBOMI
060J109KM.

B npoTuBOMONIOKHOCTE M3MeHeHMsAM, HablIogaeMbIM B OTPOCTKAaX, B IIepUKapUOHAX
HEPBHBIX KJETOK IOBPeXKJeHMA ObLIM HEe3HAYUTEJbHBIMU. B TIIMAJBHBIX KJjeTKax
6osee 3HauYMTENbHBIE NOBPEXKAEHUA ObLIM 00HADYKEHBI B OJMIOAEHJAPOLMUTAX U BbI-
paxaJjuch CKOIUIEHMEM IKMPOBBLIX TeJl M HapyLIeHMeM MUTOXOHIPUAJIBHOM CTPYK-
TYPBbL

Kyabrypbl 9KCnepuMeHTasbHOM IPYNNbI ¢ 70305 100 ur/ma obHapyXMBanIy 4epThbl
3HAYMTEJIbHbIX IIOBPEXKAEHWUN, BeAyLIMX K HeoOpaTMMBIM M3MEHEHMAM KaK HEepPBHBIX
KJIETOK, TaK M TJMNAJIbHBIX.

Z. Krasnicka, B. Gajkowska

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

Summary

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 pg/l 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 nug/ml of Dichlorvos showed features
of a marked damage leading to irreversible changes in both nerve and glial cells.
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STANISEAW KRAJEWSKI

BADANIA IMMUNOMORFOLOGICZNE
OSRODKOWEGO UKLADU NERWOWEGO
W PRZEWLEKLEJ CHOROBIE POSUROWICZEJ U KROLIKOW

DONIESIENIE WSTEPNE

Zesp6l Neuropatologii Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN
Kierownik: prof. dr M. J. Mossakowski

Choroby kompleksow immunologicznych, ktérych klasycznym przy-
kladem jest choroba posurowicza, sg czestym schorzeniem spotyka-
nym w patologii ludzkiej i zwierzecej (Oldstone, Dixon 1971). Przyczyna
zmian chorobowych jest deponowanie w naczyniach i otaczajacych je
tkankach kompleksow antygen-przeciwcialo, aktywizujacych dopelnia-
czowo-zalezne mechanizmy lityczne (Cochrane, Henson 1970). Z po-
wodu fizjologicznej funkcji filtracyjnej, nerka i splot naczyniéwko-
wy okazaly sie strukturami narazonymi w pierwszej kolejnosci na pa-
togenne dzialanie kompleksow. Kompleksy immunologiczne lokalizo-
wano w tych tkankach w postaci ziarnistych zlogéw immunoglobulin
i komponentu C3 dopelniacza (w badaniu immunofluorescencyjnym) lub
elektronowo-gestych tworéw (w mikroskopie elektronowym), u chorych
z toczniem ukladowym rumieniowatym (SLE) (Atkins i wsp. 1972),
w autoimmunizacyjnym zapaleniu nerek w zespole Goodpasteura
(McIntosh i wsp. 1975) oraz u zwierzat doswiadczalnych w ostrej cho-
robie posurowiczej (Koss i wsp. 1973) i w przewleklych zakazeniach
wirusowych (Lampert, Oldstone 1974; Morgan i wsp. 1977).

W przebiegu przewleklej choroby posurowiczej dochodzi do ciez-
kiego uszkodzenia nerek, przyjmujacego posta¢ przewleklego zapalenia
klebuszkowego nerek typu rozplemowego, prowadzacego do wystgpie-
nia zespolu mocznicowego. W zwiazku z powyzszym postanowiono wy-
korzysta¢ ten model doswiadczalny do oceny uszkodzen osrodkowego
ukladu nerwowego zwigzanego z mocznicg.

Celem badan przedstawionych w niniejszej pracy byla wstepna oce-
na zmian strukturalnych i immunomorfologicznych wystepujacych
w ukladzie nerwowym w przebiegu przewleklej choroby posurowiczej.
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Celowos¢ badan wydawala si¢ tym bardziej uzasadniona, poniewaz
w dostepnym pismiennictwie nie spotkano danych dotyczacych neuro-
patologii tego doswiadczalnego zespolu chorobowego.

MATERIAL I METODY

Trzynascie krélikow biatych, rasy nowozelandzkiej, o wadze 2,5—3,0
kg immunizowano codziennie (6 razy w tygodniu), iniekcjami dozylny-
mi albuminy wolowej (BSA firmy BDH), zawieszonej w roztworze
fizjologicznym soli, zbuforowanym buforem fosforanowym o pH 7,6
(PBS), i wyjalowionej przez saczenie miliporowe (Dixon i wsp. 1961).
W pierwszym tygodniu wstrzykiwano codziennie 20 mg roztworu bial-
ka. W kazdym z kolejnych 5 tygodni dawke dzienng podnoszono o 10 mg
az do osiggniecia dawki maksymalnej wynoszgcej 50 mg, ktorg utrzy-
mywano do konca doswiadczenia trwajgcego 13 tygodni.

Cotygodniowo pobierano préobki krwi, w ktérych oznaczano poziom
mocznika i kreatyniny (w autoanalizatorze SMA 6/60 i 12/60 firmy
Technicon) oraz miano przeciwcial przeciwko albuminie wolowej me-
toda podwojnej immunodyfuzji w zelu agarowym wg metody Ouchter-
lony (1948).

Kroéliki skrwawiano przez naklucie serca i pobierano material do ba-
dan morfologicznych i immunofluorescencyjnych. Badania obejmowaty
n6zg, nerw kulszowy, nerki, $ledzione i wezel chlonny pachowy.
Z osrodkowego ukladu nerwowego pobierano wycinki z poétkul mozgu
na wysokosci jader podstawy, splotu naczyniowkowego oraz mozdzku
z pniem mozgu i tetnica podstawng.

Material przeznaczony do badan histopatologicznych utrwalano
w 10% formalinie, zatapiano w parafinie, a parafinowe skrawki bar-
wiono hematoksyling i eozyna. Preparaty z ukladu nerwowego bar-
wiono dodatkowo wg metody Kliivera. Hematoksyling i eozyng bar-
wiono rowniez skrawki kriostatowe lustrzane w stosunku do skraw-
kow uzywanych do badan immunomorfologicznych. ’

Cze$¢é materialu przeznaczong do badan immunofluorescencyjnych
zamrazano w eterze naftowym, oziebionym do temperatury —80°C
vz mieszaninie acetonu i suchego lodu, a nastepnie skrawano w krio-
stacie na skrawki o grubosci 4 wm. Stosowanymi-odezynnikami byty
globuliny surowic zwierzgt immunizowanych frakcjami jpsocza kroli-
ka: immunoglobulinami G (kozia immunosurowica f-my Biomed), sklad-
nikiem C3 dopelniacza oraz wloknikiem (surowica immunizowanych
kaczek). Globuliny kacze znakowano izotiocjanianem fluoresceiny (FITC),
metodg dializy wg Clark’a i Shepardta (1963). Odczynnik przeciwko
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BSA otrzymywano znakujgc FITC roztwoér globulin krélika o najwyz-
szym mianie przeciwcial anty-BSA.

W celu oznaczenia biatek zwigzanych z tkanka, wykonywano porow-
nawczo odczyny immunologiczne na skrawkach kriostatowych, nie plu-
kanych i ptukanych przez okres 1 godz. w roztworze fizjologicznym soli
(PBS) na mieszadle magnetycznym. Po wstepnej ocenie stosowano ru-
tynowo godzinne plukanie w PBS, nie utrwalonych, dokladnie wysuszo-
nych skrawkéw kriostatowych, ktére nastepnie po utrwaleniu w aceto-
nie inkubowano w komorze wilgotnej przez 30 min., z wyzej wymie-
nionymi odczynnikami immunohistochemicznymi.

Jednemu z immunizowanych krélikow (nr 14) wstrzyknieto dozylnie
na 3 godziny przed skrwawieniem wodny 2% roztwoér biekitu Evansa
w ilosci 2 ml/kg. Po tygodniowym utrwaleniu w 10% formalinie bloki
tkankowe skrawano na mikrotomie mrozeniowym.

Ocene odczynéw immunologicznych i umiejscowienia blekitu Evansa
przeprowadzono w mikroskopie fluorescencyjnym ,,Ortholux” firmy
Leitz.

Kontrole doswiadczenia stanowily 3 kroliki tej samej rasy i wieku
nie poddane zadnym zabiegom doswiadczalnym.

WYNIKI

Dane kliniczne

Dane kliniczne dotyczace badanych krolikow przedstawiono w ta-
beli 1. U 11 zwierzat, w 2—3 tygodniu od rozpoczecia do$wiadczenia,
stwierdzano podwyzszenie poziomu mocznika we krwi od 47,1 mg%
do 299 mg% (sredni poziom przed rozpoczeciem doswiadczenia 39,7
mg%) i kreatyniny od 1,2 mg% do 4,7 mg% ($rednio u zwierzat kontrol-
nych — 0,9 mg%) oraz pojawienie sie przeciwcial anty-BSA o réznych
mianach (od 1:4 do 1:64). U dwoch krolikéw, postepujgca niewydol-
nos¢ nerek doprowadzila do S$mierci w pigtym tygodniu doswiadcze-
nia (nr 2, nr 3). Okolo 8 tygodnia wykladniki biochemiczne uszkodze-
nia nerek (mocznik, kreatynina), jak réwniez miano przeciwcial anty-
-BSA, obnizaly sie na okres 2 tygodni, aby po 10 tygodniu ponow-
nie wzrosng¢. W momencie zakonczenia doswiadczenia wszystkie kroli-
ki mialy podwyzszony poziom mocznika, w tym 4 powyzej 100 mg%.
W przewazajacej liczbie przypadkéw kreatynina wzrastala nieznacznie
w trakcie trwania immunizacji; tylko w surowicy jednego kroélika osig-
gala wartos¢ 12,9 mg% (nr 3). Najwyzsze miano przeciwcial anty-BSA
wynosito 1:256 (nr 4). Przeciwcial anty-BSA nie stwierdzono w suro-
wicy krélika nr 5, ktéry nie wytworzyl ich w ogole podczas prze-
prowadzanego doswiadczenia.
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Tabela 1. Dane kliniczne g
Table 1. Clinical data =
Moecznik (mg 9%) Kreatynina (mg 9) .
Urea Creatinine Mizno lfoll"co“’e
8 L : e T przeciweial anty-
Ne latlike OO MMMUNICH  posiom najwyissy  Poriom pray sa.  Doiom nafwissy Posiom pray sa. P™pgy T
y Immuni.zation w trakeie doswiadezenia k?ﬁgzenlu c'lo- s et e sty Titre of .anti-
Rabbit no duration (wk) The hi 3 swmd'czama The highest level At time of BSA. antibody
e highest level during At time of s ifi at time of sa-
the experiment sacrifice m;)ggmemex' il e crifice
| 13 102,72 102,72 1,9 1,8 1:64
PRl 5 134,82 (3 tydz) 132,68 2,5 2,5 1:32
(3 wk)
Jeu 5 213,00 213,00 12,9 12,9 132
4rxk 11 104,86 (5 tydz) 83,46 3,0 1,4 1:256 #
(6 wk) =
5 13 77,04 (7 tydz) 52,50 1,4 1.3 brak przeciwecial o
(7 wk) lack of antibody =
6 13 76,90 (7 tydz) 49,22 1,6 1,1 | B 5 =
(7 wk) S
7 13 59,90 (7 tydz) 49,30 1,4 1,0 1:128 8
(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 1916
3 wk)
10°** 11 140,30 (7 tydz) 53,50 1,6 i E% 1:128
(7 wk) .
12%%% 9 92,02 92,02 1,4 1.4 1:32
14 13 179,76 (3 tydz) 47,08 4,1 1.3 1:4
(3 wk)
1% 5 299,06 (3 tydz) 83,46 3,6 1,4 158
(3 wk)

* — Maksymalna dawka dzienna podezas immunizacji w powyzszych czesach — 50 mg BSA
Maksimum daily dose during immunization — 50 BS :
** — Kroliki, ktére zginely w $piagczce mocznicowej. Ram daﬁqm@x)gglna
**x __ Kroliki, ktére zginely w szoku anafilaktyeznym. Rabbits dead in anaphylactic shock.
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Obraz histopatologiczny

Zmiany morfologiczne w nerkach odpowiadaly obrazom przewlek-
tego klebuszkowego zapalenia nerek typu rozplemowego, o rdéznym
stopniu nasilenia. W klebkach obserwowano proliferacje komorek na-
blonka i $rodblonka, pogrubienie blony podstawnej wlosniczek, zwlok-
nienie torebki Bowmana oraz zmiany bliznowate. Czesto (10 krolikow)
spostrzegano nacieki limfocytarne w tkance srodmiazszowej otaczajgcej
kiebki (ryc. 1), jak rowniez w czesci rdzennej nerek (7 przypadkow).

U wszystkich zwierzat w preparatach potkul moézgu i mézdzku stwier-
dzano wyktadniki obrzeku moézgu, szczegdlnie nasilone wokél naczyn
zawoju hipokampa (ryc. 2). Obserwowano réznego stopnia zggbczenie
warstwy podwysciotkowej, z rozplemem gleju podwysciétkowego i wy-
Sciotki. W jednym przypadku rozrzedzenie istoty biatej mozdzku mia-
Io charakter wyksztalconego stanu gabczastego (ryc. 3). W jego sasiedz-
twie stwierdzono ponadto male ognisko martwicy.

U wszystkich zwierzat w istocie bialej mozgu stwierdzono rozplem
gleju w postaci paciorkowatych nagromadzen oligodendrocytéw wzdiuz
przebiegu wildkien nerwowych. Stwierdzono rowniez uogélnione zwiek-
szenie ilosci komorek mikrogleju, niekiedy przerostych, najwyrazniej-
sze w warstwie drobinowej kory moézgu i moézdzku. W tej ostatniej
strukturze czesto spotykano tzw. krzaczki glejowe. W 2 przypadkach
(nr 7, nr 8), w $rédmozgowiu i w opuszce znaleziono grudki mikrogle-
jowo-limfocytarne, polozone w poblizu naczyn krwiono$nych (ryc. 4).

W korze moézgu i jadrach podstawy czesto spotykano komérki nerwo-
we wykazujace cechy nieswoistych zwyrodnien oraz opustoszenia okolo-
naczyniowe. Przewazaly komorki o cechach tzw. schorzenia przewlekle-
go (ryc. 5). Neurony zawoju hipokampa charakteryzowaty zmiany o ce-
chach schorzenia ostrego i niedokrwiennego. Obserwowano ponadto
ubytki komoérek Purkinjego i ich zwyrodnienie.

W naczyniach krwiono$nych wystepowalo obrzmienie komorek S$rod-
blonka (ryc. 2), pobudzenie i rozplem elementéow. Sciany naczyniowej,
a niekiedy zatarcie jej budowy. Wokol naczyn spotykano czesto po-
jedyncze limfocyty. Tetnice podstawne byly niezmienione. Opony we
wszystkich przypadkach byly pogrubiate. Stwierdzano w nich réznego
stopnia nasilenie nagromadzenia komoérek limfocytarnych i plazmatycz-
nych (ryc. 5). U 3 krolikow nacieki oponowe byly masywne (nr 7, nr 8,
nr 14).

W splotach naczyniowkowych czesto spotykano limfocytarne nacieki
umiejscowione w zrebie w poblizu naczyn krwiono$nych, ktérych scia-
ny nosity cechy zwléknienia lub rozpadu. Okolica, w ktérej najczesciej
obserwowano nacieki byla podstawa splotu (ryc. 6). Zrab acznotkanko-
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Rye. 1. Kr6lik Nr 8. Zwloknienie torebki Bowmana. W tkance otaczajacej 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.

Ryc. 2. Kro6lik nr 10. Zgabczenie tkanki wokoét tetniczki okolicy zakretu hipokam-
pa. Obrzek s$rédblonka. 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.
Ryec. 3. Krélik Nr 1. Stan gabczasty w substancji bialej mézdzku. 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 splotow bywal nierzadko rozluzniony, a niekiedy zwiéknialy. Cy-
toplazma komoérek nablonkowych u 5 zwierzat byla obrzmiala i silnie
zwakuolizowana. Miejscami stwierdzano ubytki nablonka splotéw.

W nerwach kulszowych stwierdzano niewielkie obrzmienie ostonek
mielinowych oraz nacieki z komérek limfocytarnych wokél naczyn od-
zywiajacych nerw, polozonych giéwnie w onerwiu. W jednym przypad-
ku (nr. 8) w nacieku wystepowaly liczne komoérki plazmatyczne.

Sledziony i wezly chlonne pachowe wykazywaly cechy pobudzenia
charakterystycznego dla procesow zapalnych.

Badanie fluorescencyjne

W kiebkach nerek, w barwieniach na obecno$¢ immunoglobuliny G,
komponentu C3 dopelniacza i albuminy wolowej, stwierdzano rézne
ilosci zlogéw, poczawszy od niewielkich linijnych, polozonych na szczy-
cie petli (nr 1, nr 6, nr 7, nr 10), do masywnych, gruboziarnistych, umiej-
scowionych w $rodblonku naczyn krwiono$nych i w mezangium (ryc. 7,
8, 9). Zlogi obserwowano rowniez w tkance $rodmigzszowej, gdzie to-
warzyszyly naciekom zapalnym. Wioknik przepajal intensywnie tkanke
érodmigzszowy i czesto widoczny byl w klebkach, na $cianach torebki
Bowmana oraz w petlach o rysunku i lokalizacji zblizonej do immuno-
globuliny G i komponentu C3 dopelniacza.

W skrawkach pochodzgcych z moézgu i moézdzku, immunoglobuline G
stwierdzano gléwnie w $wietle naczyn krwiono$nych. W mozgach 5 kré-
likow (nr 1, 3, 8, 9, 12) stwierdzono pojedyncze naczynia, w $cianach
ktérych umiejscowione byly gruboziarniste zlogi IgG. Niekiedy spoty-
Rano niewielkie odnaczyniowe przepojenia tkanki. Wystepowaly one
rowniez w warstwie molekularnej kory, wykazujac zwiazek z naczy-
niami opon. W oponowych naciekach limfocytarnych i plazmatycznych
stwierdzano intensywng fluorescencje w barwieniu na IgG (ryc. 10).
Skladnik C3 dopelniacza oraz albumina wystepowaly w ilosciach $la-
dowych w $wietle naczyn krwionosnych, natomiast w kilku przypad-

Ryc. 4. Kroé6lik Nr 7. Grudka mikroglejowo-limfocytarna w poblizu naczynia
krwiono$nego w pniu mozgu. 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.

Rye. 5. Kr6lik Nr 7. Obfity naciek limfocytarny w oponach. Schorzenie prze-
wlekle neuronéw 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. Krolik Nr 1. Naciek limfocytarny w S$cianie naczynia krwionosnego i tkan-

ce $srodmigzszowej 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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Ryec. '7. Kré6lik Nr 9. Ziarniste i miejscami brylkowate zlogi 1gG, zlokalizowane
odcinkowo w $cianach petli wlo$niczek i w mezangium klgbka. Pow. 400 X.
¥ig. 7. Rabbit no 9. Granular and occasionally corpuscular IgG deposits, located
segmentally in capillary loop walls and glomerular mesangium. X 400.

Ryc. 8. Kré6lik Nr 9. Ziarniste zlogi komponentu C3 dopelniacza w klebku 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. Kroélik Nr 9. Obfite ziarniste i brytkowate zlogi BSA, zlokalizowane w S$cia-
nach petli wlo$niczek; 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.
Ryc. 10. Krélik 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 (kroliki nr 3, 8, 9, 10, 12' spotykano zlogi w $cianie naczyn o umiej-
scowieniu i charakterze podobnym do IgG (ryc. 1la, b, c¢). Analogiczne
ztogi w $cianach naczyn krwiono$nych stwierdzano w barwieniu na
wloknik, przy czym czesto towarzyszyly im przepojenia okolicznej
tkanki (ryc. 12a, b).

Swoista fluorescencja badanych frakcji osocza krolika w tetnicach
podstawnych nie przekraczala granic s$rodblonka. W splotach naczy-
niowkowych zlogi IgG, komponentu C3 dopelniacza i wloknika byly
$ladowe i umiejscowione w $rodblonku naczyn, a tylko w pojedyn-
czych przypadkach w zrebie (nr 3, 8, 9, 12, 16).

W Scianie naczynia polozonego w nasadzie splotu, pochodzgcego od
krolika nr 12, znaleziono zlogi identyczne co do charakteru i umiejsco-
wienia w barwieniach na IgG i komponent C3 dopelniacza (ryc. 13a, b).

W nerwach kulszowych zlogi IgG, dopelniacza i widknika obserwo-
wano gléwnie w Swietle i na $rédblonku naczyn krwionosnych. Tylko
w jednym przypadku (nr 7) znaleziono zlogi IgG i komponentu C3 do-
pelniacza w $rédblonku naczynia biegngcego w pniu nerwowym (ryec.
14a, b), a w 3 przypadkach w naczyniach onerwia (nr 8, 9, 12).

W os$rodkach rozmnazania grudek chlonnych sledziony i wezléw lim-
fatycznych spostrzegano zlogi IgG i dopelniacza, ktére obecne byly
rowniez w $cianach naczyn krwiono$nych tych narzadéw.

W narzgdach krélikow kontrolnych zlogow nie stwierdzano. We

wszystkich barwieniach $ladowa fluorescencje spostrzegano jedynie
w Swietle naczyn krwiono$nych.

W preparatach z mézgu kroélika, ktoremu na 3 godziny przed skrwa-
wieniem podano blekit Evansa, stwierdzono przechodzenie barwnika
przez naczynia polozone w roéznych strukturach osrodkowego ukladu
nerwowego. Pozanaczyniowa obecnos¢ barwnika byla najwyrazniejsza
w zawoju hipokampa (ryc. 15).

OMOWIENIE

W grupie immunizowanych krélikow znalazly sie cztery, u ktérych
obserwowano znaczne podwyzszenie poziomu mocznika i kreatyniny
w surowicy krwi oraz wysokie miano przeciwcial anty-BSA. Dawka
immunizacyjna BSA, wynoszaca 50 mg/dzien okazala sie wystarczajgca
dla uzyskania ciezkiego uszkodzenia nerek, prowadzacego w tych przy-
padkach do zespolu mocznicowego. U kroélikéw z najzywsza odpowie-
dzig immunologicznag, podczas podawania BSA obserwowano objawy
rozpoczynajgcego sie szoku anafilaktycznego, ktory w kilku przypad-
kach doprowadzil do $mierci zwierzat.
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Ryc. 1la. Krolik Nr 3. Brylowaty zilég w Scianie naczynia tetniczego. Delikatne
przepojenie IgG otaczajgcej tkenki rerwowej. Pow. 400 X.

Fig. 1la. Rabbit no 3. Corpuscular deposit in arterial wall. Subtle imbibition of
IgG of surrounding nerve tissue. X 4(0.

Ryc. 11b. Krélik Nr 3. Gruboziarniste zlogi komponentu C3 dopelniacza w $cia-
nie naczynia w jadrach podstawy. Pow. 400 X.

Fig. 11b. Rabbit no 3. Coarse granules of deposits of C3 component of comple-
ment in vessel wall in basal ganglia. X 400.
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U krolika, u ktérego w ogoéle nie stwierdzono przeciwcial anty-BSA
(non responder), zmiany histopatologiczne w narzadach, jak roéwniez
ilosci zlogéw ujawnianych we wszystkich odczynach immunomorfo-
logicznych, byly minimalne.

W badaniu immunomorfologicznym nerek u wiekszosci zwierzat
stwierdzano zmiany charakterystyczne dla przewleklego zapalenia kle-
buszkowego nerek typu rozplemowego; w pojedynczych przypadkach
mialy one cechy glomerulonephritis membranoproliferativa. Natezenie
zmian immunomorfologicznych wykazywalo korelacje ze stanem Kklini-
cznym zwierzat oraz poziomem przeciwcial anty-BSA. Charakter zmian
morfologicznych i immunofluorescencyjnych w nerkach, sledzionie i we-
zlach chlonnych byl podobny do spostrzeganych przez Germuth’a (1953),
Dixona i wsp. (1961) oraz Brentjensa i wsp. (1974).

Doswiadczalna choroba posurowicza jest uznanym modelem odpowia-
dajagcym klebuszkowemu zapaleniu nerek u ludzi, ktére w wiekszosci

Rye. 1lc. Krélik Nr 7. Ziarniste i linijne zlogi BSA w S$cianie naczynia w ja-
drach podstawy. Pow. 400 X.

Fig. 1lc. Rabbit no 7. Granular and linear deposits of BSA in vessel wall in
basal ganglia. X 400.
Ryec. 12a. Kréhk Nr 3. Brylowate zlogi wiléknika w S$cianie naczynia zylnego oraz
otaczajacej tkance nerwowej. Pow. 400 X.
Fig. 120 Rabbit no 3. Corpuscular deposits of fibrin in venous wall and surroun-
ding nerve tissue. X 400.
Ryec. 12b. Kroélik Nr 12. Gruboziarniste zlogi wiléknika w tetniczce. Przepojenie
wiéknikiem tkanki nerwowej. Pow. 400 X.
F'ig. 12b. Rabbit no 12. Coarse granules of fibrin deposit in arteriole. Imbibition
of nerve tissue by fibrin. X 400.
Ryc. 13a. Kroélik Nr 12. Brylowate zlogi IgG w S$cianie naczynia nasady splotu
naczyniowkowego. Pow. 400 X.
Fig. 13a. Rabbit no 12. Corpuscular IgG deposits in vessel wall of the base of
choroid plexus. X 400.
Ryec. 13b. Kro6lik Nr 12. Ziogi dopelniacza w tym samym naczyniu o identycznym
charakterze i lokalizacji jak IgG. Pow. 400 X.
Iig. 13b. Rabbit no 12. Complement deposits in the same vessel. Type and location
identical to IgG deposits. X 400.
Ryc. 14a. Kroé6lik Nr 7. Ziogi I1gG w s$rodblonku naczynia w tkance nerwu kul-
szowego. Pow. 400 X.
Fig. 14a. Rabbit no 7. IgG deposits in endothelium of ischiatic nerve tissue vessel.
X 400.
Ryc. 14b. Kro6lik Nr 7. Drobne zlogi komponentu C3 dopelniacza w s$rédblonku
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. Kré6lik Nr 14. Intensywna, gruboziarnista i rozlana fluorescencja blekitu
Evansa w tkance otaczajacej naczynia zakretu 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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przypadkow rozwija sie na skutek deponowania komplekséw immu-
nologicznych w klebkach, rzadziej w wyniku bezposredniego dzialania
przeciwcial skierowanych przeciwko antygenom nerek (zespél Good-
pasteura) (Michael i wsp. 1971). W patologii ludzkiej antygeny wcho-
dzgce w skilad kompleksow sa poznane dokladnie tylko w niektérych
jednostkach chorobowych, np. w toczniu ukladowym rumieniowatym
(Koffler i wsp. 1971), w wirusowym zapaleniu watroby typu B (No-
woslawski i wsp. 1972), ostrym paciorkowcowym zapaleniu klebkéw
nerkowych (Schacht i wsp. 1976).

Osrodkowy uklad nerwowy w chorobie komplekséw immunologicz-
nych moze by¢ uszkodzony na drodze dwéch podstawowych mechaniz-
moéw. Deponowanie w $cianie naczyn komplekséw antygen-przeciwcia-
io prowadzi do uszkodzenia naczyn, a nastepnie naczyniopochodnych
zmian w tkance nerwowej (Cochrane, Henson 1970; Atkins i wsp. 1972).
Drugim czynnikiem moze byé¢ bezposrednie dzialanie produktow tok-
sycznych, zwigzanych z postepujgcg niewydolnoscig nerek, na elemen-
ty tkanki nerwowej (Simenhoff 1975, Krasnicka 1977). Uszkodzenie
naczyn zwigzane z uposledzeniem mechanizméw barierowych, ktoérego
wykladnikiem jest przenikanie biatkowych skladnikéw osocza krwi poza
lozysko naczyniowe do mozgu, stwierdzone w badaniach immunofluore-
scencyjnych, a takze w doswiadczeniach z uzyciem blekitu Evansa, mo-
ze stanowi¢ czynnik sprzyjajacy przechodzeniu tych substancji z krwi
do tkanki.

Zmiany w obrazie morfologicznym i immunomorfologicznym, stwier-
dzone w osrodkowym ukladzie nerwowym, nacieki zapalne limfocytar-
no-plazmatyczne w oponach, splocie naczyniéwkowym oraz w nerwie
obwodowym, sugerujg ich zwigzek z ogélnym procesem immunopatolo-
gicznym. Mechanizm patogenetyczny uszkodzen elementéw tkankowych
osrodkowego ukladu nerwowego jest trudny do jednoznacznego wyjas-
nienia. Ograniczony material, a w szczegélnosci mala ilos¢ zwierzat
z wyksztalconym zespolem mocznicowym, nie pozwala na jednoznacz-
ne odnoszenie uszkodzen tkankowych do bezposredniego dzialania czyn-
nikéw toksycznych zwigzanych z postepujgca niewydolnosciag nerek.
Podobienstwo uszkodzen komérek nerwowych i glejowych oraz osto-
nek mielinowych do zmian stwierdzonych przez Krasnicka (1977) w po-
zaustrojowej hodowli tkanki nerwowej, prowadzonej w medium z su-
rowicg chorych z zespolem mocznicowym, z egzogennym mocznikiem
i kreatyning, implikuje jedynie patogenng role toksycznych substan-
cji zawartych we krwi. Udzial obrzeku mozgu, zwigzanego z uszkodze-
niem mechanizméw barierowych krew-mézg, w patogenezie uszkodzen
tkanek osrodkowego ukladu nerwowego wydaje sie réwniez oczywisty.
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Przedstawiony material doswiadczalny, ze wzgledu na swojg szczu-
plos¢ i jednostronnos¢ nie pozwala na probe analizy porownawczej z en-
cefalopatia mocznicowg opisywang u ludzi. Na podkreslenie zastuguje
jednakze podobienstwo obrazéw morfologicznych stwierdzanych w ma-
teriale doswiadczalnym, do zmian wystepujgcych w osrodkowym ukla-
dzie nerwowym u ludzi zmarlych na mocznice.

C. KpaeBCck¥u

VMMYHOMOP®OJOTUYECKUE MCCJIEIOBAHUSA LEHTPAJIbHOM HEPBHOWM
CUCTEMEBI B XPOHMYECKOM ITOCJECBEIBOPOTOYHOM BOJE3HU
Y KPOJMUKOB

PeszwmMme

B TeueHue ISKCIEPUMEHTAJbHO BBIZBAHHOM, XPOHWYECKON IIOCJIECHIBOPOTOYHOM
6one3uM y KpOJMKOB, IIOBBILIEHME YPOBHA MOYE€BUHbI, KpeaTMHMHA M aHTUTeJ]
aHTM-BSA B CBIBOPOTKe KpOBM, Habirojgasocs HayuHas €O BTOPOM HeJeJ M OIbITA.
V3MeHeHMss B IIOYKaX, ONpejesifieMble MMMYHOMODPMOJOTMYECKUMU METOAAMM, COOT-
BEeTCTBOBaJ KapTHUHE XPOHMYECKOTO KiybouHOBOro Hedpura, pa3HON CTeNeHM BbI-
Pa’XeHHOCTH.

B nosymapmsax TOJOBHOIO MO3ra M MO3XKedKa y BCeX XXMBOTHBIX OOHapyzuBa-
JUCh: OTEeK Mo3ra, o0600LIeHHBDT rieno3, JIMMEOUMTHO-IIJIa3MaTUYECKMe MHDUIbL-
TpaTbl B 000JIOYKax MO3ra M COCyAMCTBIX CIIJIETEHMAX, a TaKXXe BOKPYT OTJeJbHbIX
M3MEHEHHbIX KPOBEHOCHBIX COCYJAOB. DTUM M3MEHEHMAM B MMMYyHOMJIyOpeCLeHTHOM
uccaenoBaHMM COOTBETCTBOBAJIM II€PUBACKyJfApHble OOpa3oBaHMsA KOJIJIareHHbIX BO-
nokon, MrI' u OBanc-6a10 B HepBHOM TKauu. KpoMe TOro, B CTE€HKaX OT/AEJbHBIX
cocynoB Habmopanuce orioxenus MUrl, kommonenTa C3 KOMIIIMMeHTa, KOJjaresa,
a Takxe BSA.

Usmenenusa B MOPMOJIOrMYECKON M MMMYHOMOP(OJIOrMUYECcKOoi KapTuHe, obnapy-
JK€HHble B LEHTPAJbHOJM HEPBHOM CHCTEMe, yKas3bIBalOT HAa MX CBA3b ¢ oOmuMM MMMy-
HOTATOJOIMYECKMM IIPOLIECCOM M Ha ydyacTMe MMMYHOJIOTMYECKMX KOMIIJIEKCOB B Ia-
TOTEHETUYECKOM MeXaHu3Me NOBpexaenui. Pabora ABIAETCA INONBLITKOM CPaBHUTEJb-
HOTO aHaJu3a SKCIEePUMEHTAJbHOM MOJeNM C MOUYEBMHHOM 9HIedanonaTuen, Ommcbi-
BaeMoyit y Jonen.

S. Krajewski

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

Summary

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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WYKAZ CZASOPISM

PANSTWOWEGO ZAKELADU WYDAWNICTW LEKARSKICH NA ROK 1979

)

Rodsaj Cena. prenumeraty (‘m.m
I Tytul czasopis ¢Za80- " 5 2N poJ.
4p. Y zZasopisma S880 kwart. | pélr. | roezna | |
pisma’ zt 21 7t 51
1 | Acta Haematologica Polonica kwart. — 60.— | 120.— | 30.—-
2 | Acte Medica Polona .| kwart. - 50.— | 100.— | 25.—
3 | Acta Physiologica Polonica dwum. — 75.— | 150.— | 25—
4 | Acta Poloniae Pharmaceutica dwum. — 106.— | 210.— | 35.—
5| Anestezja, Reanimacja, Intensywna Terapia kwart. — 100.— | 200.— | 50.—
6 | Archiwum Historii Medycyny kwart. — 50.— | 100.— | 25.—
7 | Archiwum Med. Sadowej i Kryminologii kwart. — 80.— | 160.— | 40.—
8 | Bromatologia i Chemia Toksykologiczna kwart. — 90.— | 180.— | 45—
9 | Bulletin of the Inst. of Marit. and Trop. Med. in Gdynia| kwart. — — — =
10 | Chirurgia Narzadéw Ruchu i Ortopedia Polska dwum. . 120.— | 240.— | 40.—
11 | Czasopismo Stomatologiczne mies. 90.— | 180.— | 360.— | 30.—
12 | Diagnostyka Lahoratoryjna dwum. = 105.— | 210.— | 35.—
13 | Dziennik Urzedowy Min. Zdrowia i Opieki Spolecznej| dwutyg. 9.—| 18.— | 36.— 1.50
14 | Endokrynologia Polska ¥ dwum. — 60.— | 120.— | 20.—
15 | Farmacja Polska mies. 75.— | 150.— | 300.— | 25.—
16 | Folia Morphologica kwart. — 0 =180 — | 20—
17 | Ginekologia Polska mies. 75.— | 150.— | 300.— 25—
18 | Kardiologia Polska dwum. - 90— 1 180.— | 30.—
19 | Klinika Oczna mies. 150.— | 300.— | 600.— | 50.—
20 | Medycyna Doswiadezalna i Mikrobiologia kwart. 60.- 120.— | ~30.—
21 | Medyeyna Pracy dwum. 90.— | 180.— | 30.—
22 | Medyeyna Wiejska kwart. - 50.— | 100.— | 25.—
23 | Neurologia i Neurochirurgia Polska dwum. o 150.— | 300.—
24 | Neuropatologia Polska kwart. 50.— | 100.—
25 | Nowotwory kwart. — 60.— | 120.—
26 | Otolaryngologia Polska dwum. — 105.— | 210.—
27 | Opickun Spoleczny kwart. | - 1 i
28 | Patologia Polska kwart. | - 10~ 80.— | 20.-
29 | Pediatria Polsks mios. | 90.— | 180.— | 360.-— | 30.—
30 | Pneumonologia Polska mies. ‘ 75. 150.— |300— | 25—
31 | Pielegniarke i Polozna mies. | 15 30.— ' GO~ [ 5.
32 | Polish Journal of Pharmacology and Pharmacy dwum. - 60.— | 120.— | 20.
33 | Polski Przeglad Chirurgiczny mies. 105.- 210.— | 420.— | 35.
34 | Polski Przeglad Radiologii i Medyeyny Nuklearnej dwum. = 135, 270.— .| 45.
35 | Polski Tygodnik Lekarski tyg. 195.— | 390.- 780.— | 15,
36 | Polskie Archiwum Medycyny Wewnetrznej mies. 90.-— | 180.— | 360.— l 30
37 | Postepy Fizyki Medyeznej kwart. 20.— | 40.— | 10
38 | Postepy Higieny i Medyeyny Doswiadezalnej dwum. - 75.— | 150.— | 25,
39 | Problemy Rodziny dwum. 48— | 96.— i 16.
40 | Problemy Techniki w Medycynie kwart. 60.— | 120.- ‘ 30
41 | Problemy Szkolnietwa i Nauk Medycznych kwart. 60.— | 120.— | 30,
42 | Protetyka Stomatologiczna dwum. 90.— | 180.— | 30.
43 | Przeglad Dermatologiczny dwum. 135.— | 270.- ‘I 45
44 | Przeglad Epidemiologiczny kwart. - 90.— [ 180.— | 45
45 | Przeglad Lekarski mies. 90.— | 180.— | 360. 30.—
46 | Przeglad Pediatryeczny dwum. - 75— | 150 1 25.—
47 | Psychiatria Polska dwum. 105.— | 210.— | 35
48 | Reumatologia kwart. - - - “
49 | Roczniki PZH dwum. - 105.— | 210.— | 35.—
50 | Shizba Zdrowia tyg. 26.— | 52— | 104.- ; 2 —
51 | Twoje Dziecko mies. 12— 24— | 48— | 4—
52 | Urologia Polska kwart. 70— | 140.— | 35.—
53 } Wiadomosci Lekarskie dwutyg. | 120.— | 240.— | 450.— | 20
54 | Zdrowie Publiczne mies. 6. 50 000.—| 25
55 | Zyjmy Dluzej mies. - - G0.— 5.—
‘56 | Zywienie Czlowieka kwart. — 60.— | 120. 30.—
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HALINA WEINRAUDER, STANISELAW KRAJEWSKI

IMMUNOFLUORESCENCYJNA LOKALIZACJA
NARZADOWO-SWOISTYCH ANTYGENOW W MOZGU
PRZY UZYCIU SUROWIC HOMO- I HETEROLOGICZNYCH *)

Zesp6t Neuropatologii Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN
Kierownik Zespolu: prof. dr M. J. Mossakowski

Znaczne zainteresowanie perspektywami zastosowania swoistych anty-
genow ukladu nerwowego w badaniach neurobiologicznych, doprowadzi-
lo w ostatnich latach do scharakteryzowania pewnej liczby swoistych
antygenow 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 odznaczaja sie
brakiem swoistosci gatunkowej — w moézgach wielu gatunkow zwie-
rzat i czlowieka antygeny te wystepujg w formach immunologicznie
identycznych lub wykazujacych czesciowg identycznos¢c. W poprzed-
nich badaniach (Weinrauder, Lach 1976) stwierdzono, ze jeden ze swoi-
stych antygenoéw glejowych moézgu szczura charakteryzuje sie podwéj-
ng swoistoscia — narzadows i gatunkowsg. Drugi ze swoistych antyge-
néw wystepowal w mozgu szeregu gatunkow. Stosowane do badania su-
rowice odpornosciowe przeciwko moézgom malp reagowaly bardzo silnie
7 antygenem homologicznym oraz z antygenem z mozgu ludzkiego
(Weinrauder 1978), natomiast reakcje z moézgami innych gatunkow,
w tym takze i szczura, byly znacznie stabsze. Nie dotyczylo to jednak
odezynu immunofluorescencji na moézgu szczura, ktérego intensywnosc
byla tylko niewiele slabsza niz odczyn na mézgu ludzkim. Postanowio-
no zatem przeprowadzi¢ badania lokalizacji antygenéw mézgowych przy
uzyciu swoistych, homo- i heterologicznych surowic, krzyzowo absorbo-
wanych moézgami obcogatunkowymi.

MATERIAL I METODY

Surowice odpornosciowe. Do badan uzyto 4 krélicze su-
rowice odpornosciowe: 1) surowica przeciwko homogenatowi mézgu

*) Cze$¢ pracy przedstawiono na IV Konferencji Stowarzyszenia Neuropatolo-
goéw Polskich, Poznan 1978.

http://rcin.org.pl



274 H. Weinrauder, S. Krajewski Nr 2

szczura (uodpornianie domigsniowe z IFA *), 2) surowica przeciwko wy-
ciggowi z mozgu szczura (uodpornianie domie$niowe z IFA i CFA oraz
dozylne), 3) surowica przeciwko moézgowi pawiana (uodpornianie do-
mig$niowe z IFA), 4) surowica przeciwko homogenatowi moézgu malpy
Cercopithecus etiops (uodpornianie domiesniowe z IFA).

Absorpcje surowic: Surowice odpornosciowe absorbowano
surowicg normalng oraz homogenatami narzgdow (watroba, nerka, sle-
dziona) szczura i malpy oraz liofilizowanym wyciggiem z moézgu ludz-
kiego. Ilo$¢ antygenu niezbedng do absorpcji ustalano kazdorazowo do-
$wiadczalnie. Absorpcje przeprowadzano przez 1 godz. w temp. 37°C
oraz przez noc w temp. 4°, powtarzajac je az do calkowitego wyabsor-
bowania niepozadanych przeciwcial. Skutecznos¢ absorpcji kontrolo-
wano w odczynie immunodyfuzji (ID) oraz w odczynie immunofluore-
scencji (IF) na skrawkach z narzadéw uzywanych do absorpcji i po-
wtarzano az do calkowitego zahamowania obu odczynow.

Odczyn immunodyfuzji Odczyn podwéinej dyfuzji wg me-
tody Ouchterlony wykonywano w 1% zelu agarowym (agar Noble,
Difco). Szczegély metody opisano poprzednio (Weinrauder 1969).

Odczyn immunofluorescencji. Zastosowano posrednig
metode immunofluorescencji. Badania przeprowadzono na moézgu do-
rostego szczura oraz na moézgu ludzkim, pobranym 12 godz. po $mierci,
od chorego zmartego na mocznice. Tkanki zamrazano w eterze nafto-
wym, oziebionym do —80°C w mieszaninie suchego lodu z acetonem.
Z zamrozonych blokéw tkankowych wykonywano skrawki kriostato-
we o grubosci 4 un, ktoére dokladnie suszono i utrwalano w zimnym
acetonie. Jako pierwszg warstwe stosowano surowice odpornosciowe,
odpowiednio wyabsorbowane i rozcienczone PBS. Kazda z surowic uzy-
wano w trzech rozcienczeniach; optymalne wynosilo 1:30. Skrawki
z nakroplong surowicg odpornosciowg inkubowano w komorze wilgot-
nej, 45 min. w temperaturze pokojowej. Po plukaniu w trzech zmia-
nach cieptego PBS (3X10 min.), nakraplano druga warstwe, ktorg sta-
nowity globuliny kozie przeciwko gamma globulinom kroéliczym, zna-
kowane izotiocjanianem fluoresceiny (Biomed, Warszawa), absorbowa-
ne polimerem z ludzkich gamma globulin i pudrem acetonowym z wa-
trob mysich. Czas inkubacji 30 min., rozcienczenie optymalne 1 :10,
warunki inkubacji jak przy pierwszej warstwie. Ocene preparatow
przeprowadzano w mikroskopie Orthoplan f-my Leitz. Fotografowano
na filmie barwnym Agfa.

*) Skroty uzywane w pracy: IFA — niekompletny adjuwant Freunda; CFA —
kompletny adjuwant Freunda; ID — odczyn immunodyfuzji; IF — odczyn immu-
nofluorescencji; PBS — zbuforowany roztwoér soli fizjologicznej.
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Kontrole swoistosci IF.

1. Zastosowanie jako pierwszej warstwy normalnej surowicy kroli-
czej lub PBS.

2. Negatywne odczyny na skrawkach z narzadéw uzytych do absorp-
cji surowic odpornosciowych.

3. Zahamowanie odczynu po absorpcji surowic odpornosciowych
antygenem moézgowym.

WYNIKI

Odczyn immunodyfuzji

W reakcji z surowicg przeciwko mdzgowi szczura absorbowang ho-
mogenatami narzadéw i normalng surowica byly widoczne dwie linie
antygenéw swoistych dla moézgu. Po absorpcji surowicy mozgiem ludz-
kim otrzymywano w reakcji jedno pasmo precypitatu odpowiadajace
antygenowi o podwéjnej swoistosci — narzadowej i gatunkowej (ryc. 1).
Absorpcja antygenem z moézgu ludzkiego usuwala z surowicy takze
przeciwciala skierowane przeciwko moézgowi pawiana i malpy Cerco-
pithecus (ryc. 2). Surowica przeciwko moézgowi tej malpy reagowala
z antygenem z moézgu szczura (ryc. 3), natomiast jej wyabsorbowanie
antygenem z mozgu ludzkiego powodowalo zahamowanie reakcji ID
z mozgami wszystkich badanych gatunkow (czlowiek, malpa, szczur).

Odczyn immunofluorescencji

Surowice odpornosciowe przeciwko wyciggowi oraz przeciwko pel-
nemu homogenatowi moézgu szczura, wyabsorbowane surowica normal-
ng i homogenatami narzadoéw, nie roznily sie jesli chodzi o lokalizacje
i intensywno$¢ odczynu IF. Wyabsorbowana surowica przeciwko moz-
gowi pawiana dawala rowniez silny, dodatni odczyn w neuropilu, na
skrawkach ze wszystkich badanych okolic zar6wno moézgu szczura jak
i moézgu ludzkiego.

Odczyn IF z surowicg anty mozg szczura na skrawkach z mézgu szczu-
ra przedstawiono na rycinach 4—8. W korze mozgu i jadrach podsta-
wy obserwowano intensywne $wiecenie neuropilu oraz szczegoélnie
wyraznie zaznaczong fluorescencje wystepujagcg w postaci pierscieni
otaczajgcych ciemne jgdra komoérek, ktore na podstawie ich umiejsco-
wienia i charakteru mozna bylo uzna¢ za oligodendrocyty. Neurony
kory byly zawsze negatywne (ryc. 4). Ujemna reakcja neuronéw i sil-
ne Swiecenie neuropilu bylo szczegélnie wyraznie widoczne na skraw-
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Ryc. 1. Odczyn ID z surowicg odpornosciowa przeciwko moézgowi szczura absor-
bowang surowicag normalng, homogenatami narzadoéw szczura i liofilizowanym wy-
ciggiem z moézgu ludzkiego. 1. Mozg szczura, 2. Watroba szczura, 3. Nerka szczura,
4, Surowica szczura, 5. Moézg ludzki, 6. Nerw kulszowy szczura. Srodek — suro-
wica odpornosciowa.
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.

Ryc. 2. Odezyn ID z surowicg odpornosciowa przeciwko moézgowi szczura, absor-
bowang jak wyzej. 1. Moézg pawiana, 2. Mozg szczura, 3. i 6. Mo6zg malpy Cerco-
pithecus, 4. Mézg ludzki, 5. Mo6zg szczura. Srodek — surowica odpornosciowa.
Fig. 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 nieabsorbowang surowicg przeciwko moézgowi malpy Cerco-

pithecus. 1. Mozg szczura, 2. Nerka szczura, 3. Watroba szczura, 4. Surowica

malpy, 5. Watroba malpy, 6. Moézg malpy. Srodek — surowica odpornos$ciowa.

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 poétkul mézdzku oraz mostu (ryc. 5, 6, 7). W formacjach bialych
byla widoczna ujemna reakcja wypustek nerwawych. Bylo to widocz-
ne zaréwno na poprzecznych (ryc. 5), jak i na podluznych przekrojach
wiokien (ryc. 8). Surowice te dawaly réowniez dodatnia, podobnie umiej-
scowiong reakcje na skrawkach z mozgu ludzkiego (jadra podstawy,
mozdzek, pien).

Surowica przeciwko moézgowi szczura, wyabsorbowana dodatkowo
mozgiem ludzkim, dawala na skrawkach z moézgu szczura odczyn im-
munofluorescencyjny zlokalizowany tak samo jak w przypadku suro-
wicy nieabsorbowanej. Roznice dotyczyly jedynie stopnia intensywno-
sci Swiecenia — bylo ono nieco stabsze. W jadrach podstawy bylo wi-
doczne wyrazne swiecenie neuropilu (ryc. 9). W moézdzku obserwowano
swoistg fluorescencje nieco stabsza, ale o tej samej lokalizacji i charak-
terze (ryc. 10). Reakcja na moézgu ludzkim byla zahamowana (ryc. 11).

Surowica przeciwko moézgowi pawiana absorbowana surowicg i na-
rzadami malpy oraz homogenatem merki szczura dawala dodatni,
swoisty odczyn zaréwno na skrawkach mozgu szczura jak i mozgu
ludzkiego. Charakter $wiecenia i jego lokalizacja w neuropilu, z wy-
raznie negatywnymi neuronami, byly bardzo podobne do reakecji, w kto-
rych stosowano surowice przeciwko mozgowi szczura. Obraz fluores-
cencji na mézdzku szczura przedstawiono na rycinie 12. Absorpcja su-
rowicy mozgiem ludzkim powodowala calkowite zahamowanie odczy-
nu na skrawkach z mozgu szczura i czlowieka (ryc. 13).

Wszystkie zastosowane odczyny kontrolne byly catkowicie ujemne,
co $wiadczy o swoistosci dodatniej fluorescencji. Rycina 14 przedsta-
wia jeden z odczynow kontrolnych na moézdzku szezura, z normalng
surowicg kroéliczg zamiast surowicy odpornosciowej.

OMOWIENIE

Zastosowane w badaniach surowice przeciwko moézgowi szczura, oraz
dwu gatunkéw malp, zawieraja przeciwciala skierowane przeciwko
antygenom moézgowym o swoistosci narzgdowej i prawdopodobnie gle-
jowej lokalizacji. Surowice te reaguja z antygenami z moézgu szeregu
gatunkéw w odczynie ID i dajg dodatnig reakcje IF na moézgu ludz-
kim. Uzyskane wyniki wskazuja na wystepowanie w moézgu badanych
gatunkéw przynajmniej jednego, wspdélnego antygenu narzadowo swoi-
stego.

Po wyabsorbowaniu surowicy anty mozg szczura heterologicznym
mozgiem ludzkim nie otrzymano dodatniej reakcji IF na jego skraw-
kach. Wygaszenie fluorescencji $wiadczylo o zahamowaniu odczynu
spowodowanym catkowitym wyabsorbowaniem przeciwcial narzadowo

Neuropatologia Polska — 8
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Ryc. 4. Odczyn IF. Surowica przeciwko moézgowi szczura absorbowana surowicag
normalng i mnarzadami szczura. Skrawek z kory moézgu szczura. Silna reakcja
dodatnia w neuropilu oraz w cytoplazmie oligodendrocytéw (strzalki). Negatyw-
ne neurony. 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.

Ryc. 5. Odczyn IF. Surowica jak na ryc. 4. Mézdzek szczura. Silne $wiecenie

neuropilu. Negatywna reakcja komorek =ziarnistych i komoérek Purkinjego kory

moézdzku oraz poprzecznie i podiluznie przecietych widkien nerwowych. Pow. 60 X.

Fig. 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 swoistosci gatunkowej. Natomiast reakcja
na moézgu szczura byla zachowana. Wskazuje to na wystepowanie
w mozgu szczura antygenu o podwojnej swoistosci, narzadowej i ga-
tunkowej. Na taka mozliwos¢ wskazywaly wyniki uzyskane uprzed-
nio w odczynie ID. Lokalizacja antygenu o podwoéjnej swoistosci nie
ré6zni sie od lokalizacji antygenu narzadowego wspdlnego dla kilku
gatunkow. Podobnie jak poprzednio (Weinrauder, Lach 1975, 1977),
tak i obecnie stwierdzono wystepowanie tego antygenu we wszystkich
badanych okolicach mozgu szczura i czlowieka. Podobna byla réwniez
lokalizacja komoérkowa i charakter fluorescencji.

Na istnienie w ukladzie nerwowym antygenow o swoistosci narza-
dowo-gatunkowej zwrocily po raz pierwszy uwage MacPherson i Lia-
kopoulou (1966). W dalszych badaniach stwierdzono wystepowanie
dwoch takich antygenéw w moézgu bydia (Hatcher, MacPherson 1970)
oraz trzech w moézgu szczura (MacPherson, Liakopoulou 1970). Anty-
geny mozgu szczura nie cechowaly sie swoistoscig regionalng — wy-
stepowaly w nowej korze, w zakrecie hipokampa, moézdzku, rdzeniu
1 nerwie kulszowym. Pojawialy sie one w roznych okresach rozwoju
osobniczego i roznily zawartoSciy w mozgu. Badania te byly prowa-
dzone jedynie przy uzyciu metod immunochemicznych i dlatego po-
réwnanie naszych wynikéw uzyskanych przy pomocy metody immu-
nohistochemicznej jest trudne. Prac, ktoérych przedmiotem bylaby loka-
lizacja tkankowa antygenéw o ,podwojnej swoistosci”, w dostepnym
piSmiennictwie nie znaleziono. Uzyskane przez nas wyniki wskazuja-
ce, ze antygen ten jest zlokalizowany podobnie jak antygen moézgowy
nieswoisty gatunkowo, sg pierwszymi danymi tego rodzaju.

Zblizone badania podjeli w swojej pracy Delpech i wsp. (1976). Auto-
rzy ci, stosujac surowice przeciwko moézgowi ludzkiemu stwierdzili, ze
w odczynach immunochemicznych reaguja one tylko z antygenem
z mozgu naczelnych. Jedynie posrednio, na podstawie krzyzowych
absorpcji surowic, mozna bylo wnosi¢ o wystepowaniu tego antygenu
w mozgu szczura. Antygen ujawnil sie natomiast w odczynie IF na
moézgu gryzoni (szczur, mysz), a charakter $wiecenia i jego lokalizacja
byly identyczne jak w mozgu pawiana. Na podstawie uzyskanych obra-
zow autorzy ci sugerujg oligodendroglejowa lokalizacje antygenu. Na-
lezy sadzi¢, ze chodzi tu o antygen narzgdowo-sweisty, gatunkowo-nie-

Ryc. 6. Odczyn IF. Surowica jak na ryc. 4. Moézdzek szczura w wiekszym powigk-
szeniu. Negatywne komorki Purkinjego i male 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. Mozg szczura. Przekréj poprzeczny
przez cze$¢ podstawng mostu. W centrum zdjecia negatywny neuron ruchowy
(strzatka). Pow. 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 neuron in the center (arrow). X'250.

Ryc. 8. Odczyn IF. Surowica przeciwko homogenatowi moézgu szczura. Jadro ru-
chowe mostu szczura. Negatywne perikaria komoérek nerwowych oraz podiluzne
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
ik processes. X 250.
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Ryec. 10. Odczyn IF. Surowica jak na ryc. 9. Moézdzek szczura. Reakcja o takiej

samej lokalizacji jak na ryc. 5, intensywnos$é $wiecenia nieco stabsza. 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. Moézdzek ludzki. Zahamowanie reakcji
immunofluorescencyjnej widoczne nieswoiste $wiecenie 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, zblizony do tego, ktérego wystepowanie stwierdzilismy w moz-
gu czlowieka, pawiana i malpy Cercopithecus. Antygen ten jest praw-
dopodobnie identyczny z antygenem narzadowym mozgu szczura. Jego
stezenie w mozgu tego gatunku jest stosunkowo niskie (MacPherson,

Ryc. 9. Odczyn IF. Surowica przeciwko moézgowi szczura absorbowana suro-
wicg normalng i nerkg szczura oraz mozgiem ludzkim. Okolica okolokomorowa
jader podstawy moézgu szczura. Dodatnia reakcja w tkance moézgu, wySciotka
i splot naczyniowkowy 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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Sk

Ryc. 12. Odezyn IF. Surowica przeciwko moézgowi pawiana absorbowana surowicg

normalng i watrobg malpy Cercopithecus, oraz nerka szczura. Moézdzek szczura.

Silne $wiecenie neuropilu, negatywne mate neurocny warstwy ziarnistej i komorki
Purkinjego oraz wyraznie 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 moézgowi pawiana absorbowana dodat-
kowo moézgiem ludzkim. Moézdzek szczura. Zahamowanie reakeji immunofluorescen-
cyjnej. Nieswoiste $wiecenie 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 moze by¢ przyczyng trudnosci w uzyskiwaniu
dodatnich wynikow ID.

Wiekszos¢ izolowanych dotychczas antygenéw ukladu nerwowego ce-
chuje wystepowanie u licznych, czesto bardzo odleglych od siebie ga-
tunkéw zwierzat. Sadzi sie, ze antygeny te moga pelni¢ funkcje bar-
dziej uniwersalne, ze wzgledu na ich , konserwatywne” zachowanie si¢
w przebiegu ewolucji. Funkcje antygenéw o swoistosci ograniczonej do
jednego gatunku sg nieznane, a same antygeny poznane w stopniu nie-
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Ryc. 14. Kontrola swoistosci odczynu IF. Mézdzek szczura. Surowica odpornoscio-

wa zastgpiona normalng surowicg kroélicza. Calkowite 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 podwoéjnej swoistosci stwierdzono dotychczas tyl-
ko w moézgu szczura i bydla, ale mozna sie spodziewaé¢ ich wystepo-
wania takze w ukladzie nerwowym innych gatunkow. Zastugujg one
niewatpliwie na blizsze zainteresowanie, gdyz funkcja biatka o ,,podwoj-
nej swoistosci” moze by¢ latwiejsza do wustalenia, a jego funkcje
w aktywnosci ukladu nerwowego bardziej kluczowe.

Autorzy dziekujg dr Tomaszowi Michalakowi z Zakladu Immunopatologii
PZH za kolezenskg pomoc w opracowaniu materialu tkankowego.

I'. Beinupayznep, C. KpaeBcku

UMMYHO®DJIYOPECHEHTHAA JIOKAJIU3AIUA OPTAHO-CIIEHUOUYECKUX
AHTUTEHOB B MOGIIE IIPU MCIIOJBb30BAHUU T'OMO-
U TETEPOJIOTUYECKUX CBIBOPOTOK

Pes3zwome

Ucronb3ysi CHIBOPOTKM IIPOTMB MO3ry KpPbICHI M 00bEe3dAH MPOBeJM MCCJIeI0BaHUA
JoKanm3auum crneumdmuyecKmux aHTUTEeHOB B MO3re KpbICBI UM YeJl0BeKa IoCpeji-
CTBOM HENPAMOTO MeToAa MMMyHOMIIyopecueHumMu. OTU CBIBOPOTKM, abcopbupoBan-
Hble HOPMAJIbLHOM CBIBOPOTKOJ M TOMOTe€HAaTaMM OPraHoOB, JaBajli CUJBHLIE CIIeIMU-
cuyeckne peakumm Ha cpe3ax u3 obomx wmo3roB. Ilocie abcopbumm CHIBOPOTKM
IIPOTMB MO3ry KpBICHI 4Yepe3 4YeJIOBeYeCKMif MOS3Tr IOJIOXKMUTeJbHAasaA peakuus Habiio-
Jajlachk TOJIBKO Ha MO3re KpbIchbl. Kak pe3ynbTaThl peakuuyM MMMYyHOAMMDPY3uM Tak
U MMMyHOMIIyOpeCcUeHIMM YKa3bIBAIOT HA HAJM4YME B MO3re KPbIChl aHTUTeHa C JBOM-
HOM CrenuMUYIHOCTBI0 — OPraHHO-BUAOBOM. JIOKaamu3anmus 9TOT0 aHTUTEHA MIAeHTUYIHA
c JIOKalImu3auueil OpPraHHOro aHTuUreHa, He OOJafarolIero BUAOBONM CHEUMMUYHOCTHIO.

ITonozxuTenbHble peakuuy O00HAPYIKMBAJMUCHL B HEMPONMIIE M LUTOIJIa3Me TJiuallb-
HBIX KJIETOK (IO BCeji BEPOATHOCTM OJMUTOAEHAPOLMTOB), B TO BPeMs KOTJa HENPOHBI
Bcerja ObLIM OTPUIATENbHBL
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H. Weinrauder, S. Krajewski
LOCALIZATION OF ORGAN-SPECIFIC BRAIN ANTIGENS
WITH HOMO- AND HETEROLOGOUS ANTISERA
BY IMMUNOFLUORESCENCE TECHNIQUE

Summary

The localization of rat and human brain-specific antigens was st es with

the

indirect immunofluorescence method using antisera against rat a:d 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-

-specificity. 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 negative.

10.

11
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WOJCIECH HILGIER, MIROSEAW .J. MOSSAKOWSKI

AKTYWNOSC 1-GLUTAMINO-AMIDOHYDROLAZY
W MOZGU SZCZUROW
W DOSWIADCZALNEJ ENCEFALOPATII WATROBOWEJ

Zespét Neuropatologii Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN
Kierownik Zespotu: prof. dr M. J. Mossakowski

W piSmiennictwie neurologicznym i neuropatologicznym od dawna
zwracano uwage na role patogenetyczng amoniaku w zespole encefa-
lopatii watrobowej, stanowigcej nastepstwo nieswoistych uszkodzen wag-
troby (Adams, Foley 1953, McDermott, Adams 1954, Bessman, Bessman
1955). Poglady oparte na analizie Kklinicznych przypadkoéw sSpigezki
watrobowej znalazly swoje pdzniejsze potwierdzenie w badaniach do-
Swiadczalnych z wytwarzaniem przetoki miedzy zyla wrotng i zyla
gléwng dolng (Kyu, Cavanagh 1970, Cavanagh, Kyu 1971). Hyperamo-
nemia stanowigca nastepstwo zespolenia zylnego wspodlprzebiegata
z charakterystycznym zespolem nieprawidlowosci tkankowych spoty-
kanych w klinicznych przypadkach encefalopatii watrobowej. Podo-
bienstwo morfologiczne uszkodzen mozgu w encefalopatii watrobowej
i w chorobie Wilsona zwroécilo uwage na mozliwg patogenetyczng role
miedzi w ksztaltowaniu zespolu encefalopatii watrobowej. Wzrost po-
ziomu miedzi w moézgu stwierdzono w przypadkach ostrej encefalo-
patii watrobowej u ludzi (Smialek, Mossakowski 1974) oraz w encefa-
lopatii wrotno-ukladowej (Wender, Kozik 1973), a ponadto w doswiad-
czalnej encefalopatii watrobowej u szczuréow, stanowigcej nastepstwo
marskosci watroby wywolanej czterochlorkiem wegla (Hilgier, Lipska
1979). W oparciu o caloksztalt spostrzezen uzyskanych w badaniach na
pozaustrojowej hodowli tkanki nerwowej (Mossakowski i wsp. 1970a,
1975, 1977a, Renkawek i wsp. 1973) wysunigto przypuszczenie, ze w pa-
togenezie encefalopatii watrobowej podstawowa role odgrywa uposle-
dzenie detoksykacji amoniaku w mozgu, zwigzane z wzglednym lub
bezwzglednym niedoborem a-ketoglutaranu w osrodkowym ukladzie
nerwowym. Patogenetyczna rola miedzi polegalaby na uposledzeniu pro-
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dukcji endogennego a-ketoglutaranu w nastepstwie zaburzenia meta-
bolizmu komorkowego w cyklu kwaséw tréjkarboksylowych.

W zwigzku z powyzszym wydawalo sie celowe okreslenie aktyw-
nosci l-glutamino-amidohydrolazy (stanowigcej posredni wykladnik po-
ziomu amoniaku) w mozgu oraz stezenia amoniaku w surowicy krwi
u szczuréw z doswiadczalng encefalopatia watrobows.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na 34 szczurach rasy Wistar, samcach.
U 19 szczuréw marsko$¢ watroby wywolywano przez podskérne wstrzy-
kiwanie, co drugi dzien, roztworu czterochlorku wegla w plynnej pa-
rafinie w dawce 0,1 ml na 100 g ciezaru ciala, wg metody opisanej
przez Georgijewa i wsp. (1968). Zwierzeta kontrolne w liczbie 14 otrzy-
mywaly podskérne iniekcje plynnej parafiny w objetosci identycznej
w przeliczeniu na ciezar ciala, jak zwierzeta do$Swiadczalne.

Zwierzeta zabijano przez dekapitacje bez stosowania narkozy, w gru-
pach po uptywie 2, 4 i 6 miesiecy od rozpoczecia doswiadczenia. W chwili
zakonczenia doswiadczenia, niezaleznie od okresu jego trwania, wiek
zwierzgt wynosil 8 miesiecy. Do badan pobierano mozgi oraz surowi-
ce krwi. Poziom amoniaku w homogenatach moézgu oznaczano posred-
nio poprzez pomiar aktywnosci glutaminazy (EC 3.5.1.2-a-glutami-
no-amidohydrolaza) i wyrazano w uM NHy/mg biakla/godz. (Mardaszew
i wsp. 1967, Tweit i wsp. 1970). Mieszanina inkubacyjna w objetosci
1 ml zawierala 20 mM glutaminy, 50 mM Na,HPO,, 0,2 mM EDTA
(pH 8,0) i okolo 1 mg biatka. Inkubacje przeprowadzano w tempera-
turze 37°C przez okres 30 minut. Reakcje przerywano przez dodanie
0,5 ml 10% kwasu tréjchlorooctowego oziebionego do temp. okolo +4°C.
Proby wirowano przez 10 min przy 4.000 obr./min. Nastepnie zbiera-
no po 0,25 ml nadsgczu, dodawano 4,75 ml wody i 0,5 ml odczynnika
Nesslera. Wolny amoniak oznaczano przy uzyciu fotokolorymetru Spe-
kol, przy dlugosci fali 420 nm.

Poziom amoniaku w surowicy krwi okreslano przy uzyciu standardo-
wych testow ,,Blood Ammonia Test” f-my Hyland. Zawartos¢ biatka
w homogenatach mézgu oznaczano wg metody Lowry’ego i wsp. (1951).

Analize statystyczng wynikéow przeprowadzono przy pomocy testu
t-Studenta i Q-Dixona.

WYNIKI

Aktywnos¢ l-glutamino-amidohydrolazy w moézgach zwierzat kon-
trolnych i doswiadczalnych, ze wszystkich grup do$wiadczalnych przed-
stawiono w tabeli 1.
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Tabela 1. Aktywnos$é glutaminazy w umolach NH,/mg bialka/godz.. ..
Table 1. Activity of glutamine-amidohydrolase umol/ NH,;/mg protein/h

. Kontrola Zwierzeta doswiadezalne
Czas zatrucia - : %
SN P Control animals Experimental animals »
Intoxication time & = 1
x+SEM L () x+SEM (n) 5
2 miesigce 2,26+ 0,04 (4) 2,38+0,09 4) = 0,01
months
4 miesigce 2,814+0,23 (5) 4,02+0,26 (6) < 0,01
months
6 miesigey 2,96 +0,18 (5) 5,944+0,13 mH =< 0,01
months

x+SEM — $rednia arytmetyczna - $redni blad Sredniej
arithmetic mean -+ standard error of the mean
n — liczba zwierzat
number of animals
p — prawdopodobienstwo
probability

Z uzyskanych danych wynika, ze w grupie zwierzat z 2-miesiecznym
podawaniem czterochlorku wegla nie zachodza zmiany w aktywnosci
glutaminazy w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych. Po 4 miesigcach
obserwuje sie¢ wzrost aktywnosci enzymu, wynoszacy okolo 43% war-
tosci kontrolnych. U zwierzat z 6-miesiecznym okresem doswiadcze-
nia wzrost aktywnosci wynosit okoto 100% w stosunku do zwierzat kon-
trolnych.

Poziom amoniaku w surowicy zwierzat kontrolnych i doswiadczal-
nych przedstawiono w tabeli 2. Stezenie amoniaku w surowicy zwierzat
doswiadczalnych w zadnym okresie doSwiadczenia nie réznilo sie¢ w spo-
«0b istotny od stwierdzanego u zwierzat kontrolnych.

Tabela 2. Zawartos¢ NH; w surowicy krwi w ug/dl
Table 2. NH; content in blood serum ug/dl

Cinibeabmata Kontro!a Zwierzqt.a doéwia.d_czalne
Tnboulitiod M Control animals Experimental animals p
x+SEM (n) x+SEM (n)
2 miesigce 159,74+ 0,33 (3) 167,24-7,78 (5) =0,01
months
4 miesigce 94,6 45,76 (4) 83,34+6,59 (6) =0,01
months
6 miesiecy 123,84+1,25 (4) 116,343,564 (8) —=0,01
months

x+SEM — féredaia arytmetyczna -+ $redni blad Sredniej
arithmetic mean - standard error of the mean
n — liezba zwierzat
number of animals
p — prawdopodobienistwo
probability

http://rcin.org.pl



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

OMOWIENIE

Uzyskane wyniki wskazuja, ze w przebiegu doswiadczalnej encefa-
lopatii watrobowej, stanowigcej nastepstwo marskosci watroby wywo-
lanej czterochlorkiem wegla, dochodzi do wzrostu aktywnosci gluta-
minazy w mozgu. Wzrost aktywnosci glutaminazy jest wykladnikiem
zwiekszonego poziomu glutaminy w mozgu, ktéra jest jednym z pod-
stawowych metabolitéw na szlaku detoksykacji amoniaku w osrodko-
wym ukladzie nerwowym. Hindfelt (1975) wykazal, ze ostre zatrucie
amoniakiem prowadzi do znacznego przyspieszenia syntezy glutaminy
1 wzrostu jej zawartoSci w mozgu. Stezenie glutaminy w mozgu jest
funkeja zawarto$ci amoniaku i wzrasta proporcjonalnie do wzrostu
jego poziomu (Duffy i wsp. 1974). W zwigzku z powyzszym na podsta-
wie aktywnos$ci glutaminazy mozna posrednio sgdzi¢ o zachowaniu sie
amoniaku w osrodkowym ukladzie nerwowym.

W naszych badaniach stwierdzono, ze po uplywie 2 miesiecy nie
wystepuja statystycznie znamienne zmiany w aktywno$ci glutaminazy.
Natomiast w grupach 4- i 6-miesiecznych obserwowano znaczny, sta-
tystycznie znamienny wzrost aktywnosci enzymu. Mozna przypuszczac,
ze stezenie amoniaku podlegalo tym samym zmianom. Zwraca przy
tym uwage fakt zbiezno$ci czasowej zmian w aktywnosci glutaminazy
z pojawianiem sie i narastaniem nieprawidlowosci morfologicznych astro-
gleju, stwierdzonych w tym samym modelu doswiadczalnym przez
Mossakowskiego i wsp. (1970b). Dynamika procesu jest analogiczna jak
w przypadku gromadzenia sie miedzi w mozgu (Hilgier, Lipska 1979).
W grupie zwierzat, ktérym roztwor czterochlorku wegla podawano
przez 2 miesigce, zar6wno stezenie miedzi jak i aktywnos¢ enzymu nie
odbiegaly od wartosci kontrolnych. U zwierzat z 4-miesigcznym prze-
biegiem doswiadczenia 11% przyrostowi stezenia miedzi towarzyszyt
43% przyrost aktywnosci glutaminazy, a przy 6-miesiecznym trwaniu
doswiadczenia 43% wzrost zawartosci miedzi przebiegal z dwukrotnym
wzrostem aktywnosci enzymu. Mozna przeto przyja¢, ze w zastosowa-
nym modelu do$wiadczalnym encefalopatii watrobowej wystepuje réow-
noczesny wzrost poziomu miedzi i amoniaku w mozgu, a uszkodzenie
strukturalne tkanki jest wypadkowg dzialania obu czynnikow. Nie
przesagdza to oczywisScie wzajemnych zwigzkow przyczynowych w pa-
togenezie uszkodzen tkankowych. Fakt niezmienionego stezenia amo-
niaku w surowicy krwi moze jedynie implikowaé¢ pierwotnos¢ uszka-
dzajacego dzialania miedzi. Wedlug koncepcji Mossakowskiego (1973)
patogenetyczna rola miedzi w S$pigczce watrobowej polega na uposle-
dzeniu produkcji endogennego a-ketoglutaranu, stanowigcego pierwotne
ogniwo detoksykacji amoniaku do glutaminy. Znajduje ona swoje po-
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twierdzenie w spostrzezeniach Bessmana i Bessman (1955), ktorzy
stwierdzili, ze w $pigczce watrobowej toksyczne dzialanie amoniaku
ujawnia sie przy obnizeniu stezenia a-ketoglutaranu w moézgu. W now-
szych badaniach wykazano, ze wzrostowi poziomu amoniaku w moz-
gu towarzyszy wzrost stezenia a-ketoglutaranu (Shorey i wsp. 1967,
Hindfelt, Siesjo 1971, Duffy i wsp. 1974). Wydaje sie jednak, ze wzrost
ten moze by¢ zjawiskiem kompensacyjnym zaleznym od fazy rozwo-
jowej encefalopatii watrobowej oraz od jej typu. Mozna wiec przypu-
szcza€, ze wystepuje on przede wszystkim w encefalopatii watrobowej
przebiegajacej z hyperamonemig.

Hindfelt (1975) w badaniach do$wiadczalnych, prowadzonych na mo-
delu zespolenia zyly wrotnej z zyla gléwna dolng u szczurow, juz w dru-
gim tygodniu od zalozenia przetoki zylnej stwierdzal dwukrotny wzrost
stezenia amoniaku w moézgu. Podobny wzrost stezenia amoniaku w na-
szych doswiadczeniach wystepowal dopiero po 6 miesigcach trwania
doswiadczenia. Roznice w dynamice procesu odnie$¢ nalezy zapewne do
powolnosci hepatotoksycznego dzialania czterochlorku wegla w zasto-
sowanej dawce. Mimo postepujgcego uszkodzenia watroby (Mossakow-
ski 1 wsp. 1970b) jej funkcje byly utrzymane do konca do$wiadczenia,
0 czym s$wiadezyl zaréwno stan kliniczny zwierzat (zadne zwierze nie
zginelo w $pigczce watrobowej) jak i brak zmian w stezeniu amoniaku
w surowicy krwi. W przypadku encefalopatii wrotno-ukladowej, przy
wytworzeniu przetoki miedzy zylg wrotng i gléwng dolng dochodzi do
znacznej hyperamonemii juz we wczesnym okresie doswiadczenia (Ca-
vanagh, Kyu 1971, Mossakowski i wsp. 1977b).

B. T'nabrep, M. fI. MoccakOBCKM

AKTUBHOCTB I1-TIIVTAMMH-AMUIOTUJIPOJA3BI B MOSIIE KPBIC
B OKCIIEPMMEHTAJBHOM INEYEHOYHOM DHIIE®AJOIIATUU

Pe3womMme

Beuio mnposeneHo wucciefoBaHMe AKTUMBHOCTM TJiyTaMMHa3bl B MO3rax M COJAep-
JKaHMe aMMuaka B IIa3Meé KPOBM y KpbIC, Y KOTOPBIX BbI3bIBAJIOCH I[OBPEIKAECHUE
nevyeHyu IMOCPEeJCTBOM IOAKOMXKHBIX MHBEKIMI UYeThIPEXXJOPMUCTOro yris. VHbeKumuu
MPOBOAMJIM Yepe3 JeHb B Teuenue 2, 4 u 6 mecsues.

Habaronanu ycuauBaloLpuics BO BPEMEHM POCT aKTMBHOCTM 3H3uMa. Ilocie 2 me-
cAle aKTMBHOCTBL IJIyTaMMHA3bl He OTJIMYaliach CyLIeCTBEHHBIM 00pa3oM OT aKTUB-
HOCTM 9TOTO 9H3MMAa y KOHTPOJBHBIX JKMBOTHBIX. Ilocie 4 MecsAueB OBHApyXRuBaIn
oK0JI0 43%, a mnocie 6 MecsaneB OKOJIO [ABYXKpaTHOe IIpUpallleHue aKTUBHOCTHU
su3uma. He nabimonanyu mu3MeHeHMit B COAepIKaHMM aMMMaKa B Ijla3Me KDOBH.

BeigBuraercs 3akKJlO4YeHue, 4YTO B IPUMEHAEMOJM 9KCIIEPUMEHTAJbHOM MOJeu
MMEeT MEeCTO yBeJMYeHMe yPOBHA aMMuakKa B MoO3re.
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W. Hilgier, M. J. Mossakowski

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

Summary

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

10.

11,

12.

13.

experimental model.
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EUGENIA TARNOWSKA-DZIDUSZKO

BADANIA NAD MORFOLOGICZNYM PODLOZEM
OSTREGO MAJACZENIA ALKOHOLOWEGO

Z Zakladu Neuropatologii Instytutu Psychoneurologicznego
Kierownik Zaktadu: prof. dr J. Dymecki

Od dawna toczy sie dyskusja nad etiopatogeneza ostrego majaczenia
alkoholowego. Dazy sie do Scistego sprecyzowania etiologii schorzenia,
traktujgc je jako wyraz toksycznego dzialania alkoholu i/lub jego pro-
duktéw przemiany w polaczeniu z niedoborem odzywczym (Neubiirger
1931; Pentschew 1958; Seitelberger, Gross 1962 i inni), badz tez jako ze-
spot stanowigcy 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 sie czyn-
nikow zwigzanych z czestoscia wystepowania ostrego majaczenia alko-
holowego.

W badaniach morfologicznych dyskutuje sie zaréwno lokalizacje pro-
cesu chorobowego jak i charakter zmian strukturalnych (Gamper 1928;
Okhuma 1930; Wichert, Dreszer 1931; Zahnd 1953; Huber 1954; Neu-
birger 1957; Liss 1958; Loken 1971 i inni). Czasami odrzuca sie istnie-
nie morfologicznie uchwytnych uszkodzen (Colmant 1965), a przyczyne
ostrego majaczenia alkoholowego upatruje sie w zakléceniach bioche-
micznych (Meyer 1963) czesto odwracalnych. Na og6él podkresla sie na-
silenie zespolu psychoorganicznego i otepienie po przebytym ostrym
majaczeniu alkoholowym (Courville 1955; Bilikiewicz 1960; Colmant
1965; Loken 1971 i inni).

Ta zmiennos$¢ pogladéw, ktora stale przewija sie w piSmiennictwie
neuropatologicznym sklonila nas do podjecia niniejszych badan.

Zadaniem pracy byla szczegolowa ocena struktury i topografii zmian
morfologicznych w przypadkach $miertelnego ostrego majaczenia alko-
holowego. -

*) Praca finansowana w ramach Funduszu Celowego dla Badan nad Alke-
holizmem.
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MATERIAL I METODY

Material pochodzi ze zbioré6w Zakladu Neuropatologii Instytutu Psy-
choneurologicznego i obejmuje 20 przypadkéw sekcyjnych, chorych
naduzywajgcych przewlekle alkoholu, u ktorych w przebiegu natogu
wystapilo ostre majaczenie alkoholowe. Chorzy ci zmarli w przebiegu
ostrego majaczenia alkoholowego w roznych szpitalach psychiatrycz-
nych. W doborze materiatu kierowano si¢ wiekiem chorych, biorgc pod
uwage tylko chorych do 55 roku zycia, celem wylgczenia mozliwosci
zmian zwigzanych ze starzeniem sie moézgu. Z oceny wylgczono row-
niez wszystkie te przypadki, w ktérych weryfikacja mikroskopowa ujaw-
nita inne procesy chorobowe.

Do badania histopatologicznego pobrano metoda duzych skrawkow
wycinki czolowe moézgowia ze wszystkich okolic reprezentatywnych.
Wycinek z miedzymézgowia obejmowal ciala suteczkowate. Material za-
tapiano w parafinie. Skrawki barwiono fioletem krezylu, HE, met. van
Gieson, Spielmeyera, Bielschowsky’ego, Kanzler-Arendta.

WYNIKI

Dane kliniczne

W grupie 20 przypadkow bylo 17 mezczyzn i 3 kobiety, zmartych
w wieku od 28 do 52 lat. Srednia wieku wynosila 41 lat. W wywiadzie
u 15 chorych ustalono okres naduzywania alkoholu. Wahal si¢ on od
3 do 29 lat. Pozostali chorzy naduzywali alkoholu od ,,wielu lat”. Ilos¢
jednorazowo spozywanego alkoholu, jak i czesto$¢ naduzywania przez
tego samego chorego byla zmienna: ,kilka kieliszkow do 1 litra — Kkil-
ka razy w miesigcu, okresami codziennie” itp. W przebiegu naltogu
u 6 chorych wystapilo ostre majaczenie alkoholowe dwa razy, a u jed-
nego chorego cztery razy. Wiekszo$¢ chorych przebywala w szpitalu
psychiatrycznym dwa lub wiecej razy. U wszystkich stwierdzono cha-
rakteropatie alkoholowg z mniej lub bardziej masilonym zespolem psy-
choorganicznym; u 4 chorych stwierdzono réwniez ciezkie otepienie.
W stanie neurologicznym u 9 chorych obecne byly rozsiane objawy
uszkodzenia osrodkowego ukladu nerwowego, zesp6t mozdzkowy obser-
wowano w 5 przypadkach, a polineuropatie alkoholowg u 1 chorego.
Napady padaczkowe typu ,grand mal” obserwowano u 3 chorych.
U 8 chorych ostre majaczenie alkoholowe wystapilo w okresie absty-
nencji trwajacej od 9 dni do 2 tygodni, u 1 bylo poprzedzone urazem
czaszki bez utraty przytomnosci, u pozostalych 10 pojawilo sie w cza-
sie naduzywania alkoholu. Czas trwania ostrego $miertelnego majacze-
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nia wahat si¢ od 3 do 12 dni, w 1 przypadku rozwinela sie psychoza Wer-
nickego— zgon nastapil w 23 dniu trwania choroby.

Badanie makroskopowe

Badaniem sekcyjnym w 13 przypadkach stwierdzono stluszczenie
i marskos¢ watroby, u 9 chorych zapalenie ptuc, w 6 przypadkach uszko-
dzenie migzszu nerek, w 17 zmiany zwyrodnieniowe mieénia serco-
wego oraz owrzodzenie zoladka i/lub dwunastnicy w 7 przypadkach.

Badanie makroskopowe mézgu w 13 przypadkach wykazalo uogél-
nione zmiany zanikowe moézgu (zwezenie zakretéw, zwezenie Kkory,
istoty bialej i spoidla wielkiego — zwlaszcza w czesci przedniej i $rod-
kowej, poszerzenie rogow czolowych i skroniowych komér bocznych).
Obrzek mozgu makroskopowo stwierdzono w 11 przypadkach. Niewiel-
kie blaszki miazdzycowe w naczyniach podstawy zwezajace tylko mi-
nimalnie ich Swiatlo obserwowano w 2 przypadkach (u chorego 50-
i 5l-letniego).

Badanie mikroskopowe mézgu

We wszystkich przypadkach na czolo procesu patologicznego wysu-
waly sie objawy bardzo znacznego zastoju w calym uktadzie naczynio-
wym. Srédblonki naczyn, czasem i cala Sciana naczyn, byly obrzekle,
rysunek warstw byl zatarty. Wokol naczyn gromadzily sie jeziorka
wioknika, erytrocyty i leukocyty w skupieniach, pojedynczo makrofa-
gi. Tkanka otaczajaca naczynia byla zgabczala (ryc. 1). Obserwowano
drobne kuliste krwotoki przynaczyniowe i nie wykazujace zwigzku
z naczyniami (ryc. 2).

Szczegblne zageszczenie maksymalnie wypelionych krwig naczyn
1 drobnych krwotokéw obserwowano w otoczeniu komory III — we
wzgorzu i podwzgorzu, zwlaszcza w cialach suteczkowatych (ryc. 3).
w czesci nakrywkowej srodmozgowia i mostu, w istocie biatej i w ko-
rze zakretu hipokampa, zwlaszcza w rogu Amona.

W obrazie uszkodzenia komoérek nerwowych dominowalo ich sttu-
szczenie. Masy lipofuscyny rozpychaty i znieksztalcaly czesto komorke
nerwowg, uciskaly i spychaly na obwéd Scienczate wiokienka nerwo-
we (ryc. 4). Bylo ono wybitne w ugrupowaniach masy przysrodko-
wej wzgorza, gdzie w 14 przypadkach bardzo liczne komorki nerwowe
byly obladowane lipofuscyng (przy powiekszeniu mikr. 400 X pra-
wie 2/3 spostrzeganych komoérek w polu widzenia bylo zmienionych).
Ponadto znaczne stluszczenie komoérek nerwowych wystepowalo w ko-
rze amonalnej, w zakrecie obreczy, w cialach suteczkowatych, w korze
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Ryc. 1. Zatarcie rysunku S$ciany na- Ryc. 2. Drobne kuliste krwotoki wi
czyn, zgabczenie struktury okolona- otoczeniu komory IV. H-E. Pow. 100 X.

czyniowej. H-E. Pow. 400 X. Fig. 2. Small spherical hemorrhages
Fig. 1. Desintegration of vascular wall. around 1Vth ventricle. H-E. X 100.

Spongy degeneration of perivascular
tissue. H-E. X 400.

Ryc. 3. Zageszczenie naczyn i drobne Ryc. 4. Masy lipofuscyny znieksztal-

krwotoczki w cialach suteczkowatych. cajagce komoOrke nerwowa i widkienka
H-E. Pow. 400 X, nerwowe. Bielschowsky. Pow. 400 X.

Fig. 3. Condensation of vessels and Fig. 4. Lipofuscine masses deforming

small hemorrhages in mamillary bo- nerve cells and neurofibrilles. Biel-
dies. H-E. X 400. schowsky. X 400.

czolowej, skroniowej, w jgdrach wlasnych mostu, w tworze siatkowa-
tym pnia moézgu, a w 3 przypadkach nawet w komorkach Purkinjego
byly widoczne skupienia lipopigmentu. Obrazy centralnej chromatolizy
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komorki nerwowej, ostrego obrzeku i schorzenia ciezkiego Nissla-Spiel-
meyera spostrzegano w zmiennym nasileniu gtéwnie w otoczeniu komo-
ry III, w jadrach wegetatywnych podwzgérza, w ciatlach suteczkowa-
tych, w pniu mozgu, czesto w ugrupowaniach jadra przedsionkowego
i dwuznacznego (ryc. 5) oraz w strukturach amonalnych. We wszyst-
kich przypadkach wystepowalo w zmiennym nasileniu schorzenie prze-
wlekte, ischemiczne oraz zwyrodnienie ziarniste Spielmeyera glownie
w korze. W 7 przypadkach obserwowano roéwniez obrzek dendrytow
komoérek Purkinjego. Prawie we wszystkich przypadkach z makrosko-
powym obrzekiem moézgu spostrzegano wydiuzone, ciemno barwigce sie
komorki nerwowe o zatartej strukturze cytoplazmy i jadra. Wystepo-
waly one w korze zakretu hipokampa na wysokosci bruzdy po wkli-
nowaniu. Byly one niemal przecinkowate, ucisniete przez obrzek.

x

. .

. ¢ L. L
% s “ s oY oo
5 \ . s,

P ‘-

Ryc. 5. Obrazy centralnej chromato- Ryc. 6. Zieformowane wilbkienka ner-
lizy, ostrego obrzmienia, schorzenia wowe w komoérkach kory hipokampa.
ciezkiego i przewleklego komorek ner- Bielschowsky. Pow. 400 X.

wowych. Fiolet krezylu. Pow. 200 X. Fig. 6. Deformed neurofibrilles in hip-

Fig. 5. Pictures of central chromato- pocampal cortex cells. Bielschowsky.
lysis, acute swelling and severe and X 400.
chronic disease of nerve cells. Cresyl

violet. X 200.

W licznych komorkach nerwowych w obrazie Bielschowsky’ego obser-
wowano pogrubiale i wrzecionowato rozdete wiokienka nerwowe (ryc.
6), przypominajace zmiany alzheimerowskie. Stwierdzano je w ugrupo-
waniach jadra migdalowatego, w korze amonalnej (13 przyp.), rzadziej
w korze czolowej i skroniowej. Obserwowano je takze w cialach su-
teczkowatych, pojedynczo w tworze siatkowatym pnia mozgu i ja-
drach wlasnych mostu (1 przyp.).

Schorzeniu komérek nerwowych towarzyszy dosy¢ zywy odczyn roz-
plemowy gleju. Wzmozong satelitoze, neuronofagie i grudki glejowe
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Ryc. 7. Grudki glejowe, krwotoczek w Ryc. 8. Pobudzenie rozplemowe gleju
cialach suteczkowatych. H-E. Pow. Bergmanna. Fiolet krezylu. Pow. 200 X.
200 X.

) Fig. 8. Proliferation of Bergmann glia.
Fig. 7. Glial nodules. Small hemorrha- Cresyl wviolet. X 200.
ge in mamillary bodies. H-E. X 200.

(ryc. 7) obserwowano w 18 przypadkach. Reakcja rozplemowa gleju
byla najwybitniejsza w korze zakretu obreczy, w dolnych warstwach
kory czolowej, skroniowej, w korze amonalnej, w nakrywce $rédmoz-
gowia 1 mostu. Obserwowano jg w polach jadrowych n. VIII, IX i X
w opuszce, w cialach suteczkowatych oraz w otoczeniu komory III,
a w zmiennym nasileniu w innych okolicach moézgu. W pniu mobzgu
liczne byly komorki paleczkowate. W moézdzku gléwnie w obrebie ro-
baka stwierdzono rozplem gleju Bergmanna (ryc. 8).

Kolejnym elementem uszkodzenia tkanek moézgu byly ubytki ko-
moérek nerwowych. W 3 przypadkach doprowadzily one do zgabczenia
i zupelnego zatarcia warstw w obrebie kory amonalnej (ryc. 9) i od+
cinkowo zwlaszcza na dnie rowkéw w korze czolowej i ciemieniowej.
W 4 przypadkach zggbczenia wystepowaly w gérnych warstwach ko-
ry czolowej i potylicznej (ryc. 10), a w obrazie Kanzler-Arendta to-
warzyszyla im wzmozona brzezna glejoza wléknista (ryc. 11). Wysep-
kowate zbledniecie i wypadniecia komoérek nerwowych spostrzegano
we wszystkich przypadkach z najwiekszym ich nasileniem w korze
amonalnej (ryc. 12), w III warstwie kory zakretu obreczy, zakretu F,
i F;. W korze mézdzku iloé¢ komorek Purkinjego ulegla zmniejszeniu.
Czesto cale listeczki robaka byly pozbawione komorek Purkinjego. Po-
za tym ubytki tych komérek wystepowaly w obrebie glebokich listecz-
kow wokét bruzd (8 przyp.). Przerzedzenia komérek nerwowych war-
stwy ziarnistej obecne byly tylko w 4 przypadkach i to gtownie w obre-
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Ryc. 9. Zgabczenie i zatarcie warstw Ryc. 10. Zgabczenie w goérnych war-

w obrebie kory amonalnej. Bielschow- stwach kory czolowej. Van Gieson.
sky. Pow. 100 X. Pow. 200 X.

Fig. 9. Spongy degeneration and di- Fig. 10. Spongy degeneration in upper

sturbed layer arrangement within am- layers of frontal cortex. Van Gieson.

monal cortex. Bielschowsky. X 100. X 200.

bie listeczkow migdatka (ryc. 13). W jadrach podkorowych ogniska
zblednie¢ z niewielkimi wysepkowatymi opustoszeniami komérkowymi
obserwowano gtéwnie w ugrupowaniach jadra migdatowatego (10 przyp.),
w cialach suteczkowatych (8 przyp.), w podobnej ilosci przypadkow
w tworze siatkowatym pnia mézgu i w jadrach wlasnych mostu. W ja-
drach przykomorowych wzgérza i podwzgorza wystepowaly drobne
ogniska zggbczen w 3 przypadkach.

Plytki starcze, najcze$ciej amorficzne (ryc. 14), pojedynczo lub w sku-
pieniach po 4—5 co kilka po6l widzenia, obserwowano w 7 przypadkach
w ugrupowaniach jgdra migdalowatego oraz w korze amonalnej za-
rowno u oso6b miodych (28, 38, 42-letnich) jak i starszych. W korze
zakretu obreczy, w korze skroniowej i czolowej obecne byly tylko
w pojedynczych polach. Zageszczenie pilSni nerwowej przypominajace
amorficzng plytke starcza spostrzegano w cialach suteczkowatych
w 4 przypadkach.

W obrazie mielinowym, otoczki wlékien promieniowych wykazywa-
ly gorszg barwliwosé (10 przyp.), podobne zmiany oraz obrazy rozpa-
du ostonek mielinowych obserwowano w czeSciach brzusznych, czasa-
mi i $srodkowych, spoidia wielkiego (8 przyp.) — (ryc. 15) oraz przed-
niej czesci sklepienia, w przypadkach z makroskopowo juz widocznym
zwezeniem spoidla, we wloknach poprzecznych mostu, w osi zawojow
listeczk6w moézdzku glebiej polozonych oraz w sposéb rozsiany okoto-
naczyniowo. Ponadto splowienie mieliny obserwowano w obrebie isto-
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Ryc. 11. Pedoponcwa glejoza brzezna.
Kanzler-Arendt. Pow. 100 X.

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

Ryc. 12. Wysepkowate zbledniecie i
ubytki komoérek nerwcwych 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.

Ryec. 13. Ubytek komoérek Purkinjego,

znaczne przerzedzenie komorek war-

stwy ziarnistej mézdzku. Fiolet krezy-
u.. Pow. .200 X,

Fig. 13. Purkinje cells loss. Marked
rarefaction of cerebellar granular la-
yer. Cresyl violet. X 200.

Ryc. 14. Piytki starcze najczesciej
amorficzne w j3drze migdatowatym.
Bielschowsky. Pow. 200 X.

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

iy bialej plata skroniowego — glownie formacji amonalnej, we wnece

oliwki dolnej i jadra zebatego.

Wykladnikiem makroskopowego zaniku mézgu byly klebki naczy-
niowe (ryc. 16). Stwierdzono je w 17 przypadkach w najwickszej ilo-
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Ryec. 15. Deformacja i rozpad. cstonek mie-
linowych w spoidle wielkim. Spielmeyer.
Pow. 200 X.

Fig. 15. Deformation and degradation of
myelin sheaths in corpus callcsum. Spiel-
meyer. 200 X.

$ci w obrebie kory amonalnej i czolowej. W pojedynczych przypad-
kach obecne byly w pniu mézgu.

W okolicach przykomorowych, zwlaszcza w otoczeniu rogu skronio-
wego, spostrzegano ciala amyloidowe wystepujace w zmiennym na-
sileniu.

Naczynia ¢rodmigzszowe tylko w pojedynczych przypadkach wyka-
zywaly cechy stwardnienia. Nie obserwowano jednak pelnego zeszkli-

Ryc. 16. Klebki naczyniowe w korze Ryc. 17. Wzmozona glejoza okolona-
czolowej. Van Gieson. Pow. 400 X. czyniowa. Kanzler-Arendt. Pow. 200 X.
Fig. 16. Vascular glomeruli within Fig. 17. Enhanced perivascular gliosis.
frontal cortex. Van Gieson. X 400. Kanzler-Arendt. X 200.
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wienia Sciany naczyniowej. W korze wystepowaly liczne zwldkniate
drobne tetniczki i wlosniczki. Woko6l naczyn czesta byla wzmozona gle-
joza brzezna (ryc. 17).

W przypadku rozpoznanej klinicznie psychozy Wernickego, obok ty-
powego dla tej choroby nasilenia zmian w miedzymoézgowiu, w forma-
cjach amonalnych i pniu mozgu, obserwowano w tych strukturach na-
cieki zapalne okolonaczyniowe. Ze wzgledu na rzadkos¢ spostrzeganych
zmian przypadek bedzie przedmiotem odrebnego doniesienia kazuisty-
cznego.

OMOWIENIE

Jak wynika z przytoczonych danych, tylko u 8 chorych okres absty-
nencji alkoholowej mogt sie, w naszym materiale, przyczyni¢ do wy-
stgpienia psychozy. Loken (1971, powolujgc sie na Himwicha (1951),
przypisuje wystgpienie ostrego majaczenia alkoholowego w okresie
abstynencji tym obszarom mozgu, ktére sie juz do jego toksycznego
dzialania zaadaptowaly, nie precyzuje jednak lokalizacji zaburzen.

Ocena zmian mikroskopowych naszego materialu pozwala na wyod-
r¢bnienie kilku zespoléw uszkodzen osrodkowego ukladu nerwowego.

Pierwszy zespo6! uszkodzenia tkanki, to obrazy cen-
tralnej chromatolizy komoérek nerwowych, ostrego obrzeku i schorze-
nia ciezkiego Nissla-Spielmeyera, obserwowanego w zmiennym nasile-
niu w poszczegblnych przypadkach, gléwnie w otoczeniu komory III,
w jadrach wegetatywnych podwzgorza, cialach suteczkowatych oraz
w istocie szarej nakrywki $rodmoézgowia i mostu, w mmniejszym nasi-
leniu w opuszce i w korze amonalnej. Zmianom tym towarzyszy zywy
rozplem makrogleju i przerost mikrogleju. Zesp6t zmian moglby od-
powiada¢ naglemu zalamaniu metabolizmu komérki nerwowej pod
wplywem intoksykacji, opisywanemu przez Spielmeyera (1922), Sterna
(1939) i innych zaréwno w ostrych majaczeniach alkoholowych, jak
i w chorobie Wernickego (Aleksander 1940; Meyer 1963 i inni).

Drugi zespé6él zmian, to uszkodzenie ukladu naczyniowego;
zast6j w calym systemie naczyniowym osrodkowego ukladu nerwowego,
uszkodzenie Sciany naczyniowej, wzmozona jej przepuszczalnosé (je-
ziorka wloknika, krwinkotoki i drobne krwotoczki) sugerujace zabu-
rzenia funkcjonowania bariery naczyniowo-moézgowej. Obserwuje sie
w tych przypadkach pewng akcentacje zmian w otoczeniu komory III,
wodociggu mézgu, komory IV, w korze amonalnej oraz w cialach su-
teczkowatych. Patogeneza zmian nie jest latwa do wyjasnienia. Pod-
kresla sie bgdz pierwotne uszkodzenie komorek s$rodblonka naczyn
(Scholz 1949; Loken 1971), badz tez wypadanie funkcji sterujgcej jader
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wegetatywnych wzgorza i podwzgoérza szczegdlnie wrazliwych na nie-
dobér tiaminy (Pentschew 1958, Meyer 1963 i inni). Zmiany zwyrod-
nieniowe migzszu nerek i watroby, obserwowane m.in. w poszczegdlnych
przypadkach, mogly rowniez przyczyni¢ sie do uszkodzenia S$cian na-
czyn w mozgowiu. Dowodem na przewlekle zaklocenia w funkcjonowa-
niu bariery naczyniowo-mézgowej w naszym materiale mogg byé¢:
wzmozona okolonaczyniowa glejoza widknista, lokalizacja zgabczen
w 'korze mozgu i rozklad ubytkéw komorek Purkinjego i neuronéw
warstwy ziarnistej kory mozdzku, jak rowniez zachowanie sie oslonek
mielinowych w osi zawojéw moézdzku i w poblizu naczyn.

Przytoczona w naszym materiale topografia szczeg6lnego nasilenia
zmian komoérkowych ostrej intoksykacji, jak i zachowanie si¢ ukladu
naczyniowego w tych strukturach (w otoczeniu komory III, wodociggu
mozgu, komory IV, cialach suteczkowatych i w formacji amonalnej)
moze przemawia¢ na korzys¢ pogladu Hubera (1954), traktujgcego
ostre majaczenie alkoholowe jako pierwszy etap psychozy Wernickego.
Mozna by zreszta zagadnienie odwroéci¢ przyjmujac stanowisko Meyera
(1963) twierdzacego, ze u podloza ostrego majaczenia alkoholowego leza
tylko odwracalne zaklécenia biochemiczne i te przypadki ostrego ma-
jaczenia alkoholowego, w ktorych istniejg zmiany strukturalne, typo-
we dla psychozy Wernickego ale slabiej wyrazone, potraktowa¢ jako
wczesne fazy szybko przebiegajgcej psychozy Wernickego. Jednakze
ani wiek chorych, ani zespét objawow Kklinicznych nie zezwala na obec-
nym etapie badan na taki poglad. Rozstrzygniecie tego zagadnienia lezy
by¢ moze w zakresie cytochemii.

Trzeci zesp6l zmian wydaje sie by¢ zwigzany z przewlek-
tym zakloceniem metabolizmu komorki nerwowej spowodowanym diu-
gotrwalym dziataniem alkoholu i/lub jego produktéw przemiany oraz
niedoborem odzywczym, prowadzacymi do zaglady komorki. Wyrazem
tego sq wybitne stluszczenia komoérek nerwowych, zmiany deformacyj-
ne wiokienek nerwowych odpowiadajgce zmianom alzheimerowskim,
schorzenie przewlekle, schorzenie ziarniste Spielmeyera jako wstepna,
odwracalna faza schorzenia ciezkiego, ubytki komérek nerwowych, zwe-
zenie spoidila wielkiego i sklepienia, obecnos$¢ plytek starczych, a wiec
zesp6t uszkodzen typowych dla starzenia si¢ ukladu nerwowego. Zwa-
zywszy na niska Srednig wieku naszych chorych (41 lat), musimy opie-
rajgc sie na danych z piSmiennictwa (Simchowicz 1913; v. Braunmiihl
1957 i inni) uzna¢ starzenie za przedwczesne. Proces zanikowy jest szcze-
gblnie zaakcentowany w ugrupowaniach jadra migdatowatego, w ko-
rze amonalnej, w korze zakretu obreczy, w cialach suteczkowatych,
a wiec w calym ukladzie limbicznym. Uklad ten, jak wiadomo z pis-
miennictwa (Uhle 1951; Penfield i Milner 1958; Storring i wsp. 1962),
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ma szczegoOlne znaczenie dla prawidlowego funkcjonowania pamiegci.
Uszkodzenie tego zespolu os$rodkéw, uchwytne morfologicznie, znalazto
w naszym materiale rowniez odbicie kliniczne. We wszystkich przy-
padkach stwierdzono mniej lub bardziej nasilony zesp6l psychoorga-
niczny oraz u pojedynczych chorych glebokie otepienie. Nalezy pod-
kresli¢, ze zmiany ubytkowe komoérek oraz zgabczenia korowe wy-
stepowaly zwlaszcza w tych przypadkach, w ktorych powtarzaty sie
w przebiegu klinicznym ostre majaczenia alkoholowe. W tych tez
przypadkach (7) zespd! psychoorganiczny byl wybitniejszy.

Reasumujgc nalezy podkresli¢, ze w obrazie morfologicznym ostrego
majaczenia alkoholowego wystepuja obrazy schorzenia komorek ner-
wowych typowe dla zespolu ostrej intoksykacji oraz uszkodzenie ba-
riery naczyniowo-moézgowej o lokalizacji typowej dla psychozy Wer-
nickego, przy czym nasilenie tych zmian jest mniejsze w ostrym ma-
jaczeniu alkoholowym. Zmiany te rozwijaja sie na podlozu przedwczes-
nej inwolucji ze szczegolnym zaakcentowaniem zmian w ukladzie lim-
bicznym.

WNIOSKI

Wykladnikiem morfologicznym ostrego zespolu intoksykacyjnego jest
centralna chromatoliza komérki nerwowej, ,,ostry obrzek” i schorzenie
ciezkie Nissla-Spielmeyera oraz uszkodzenie bariery naczyniowo-moz-
gowej.

Podlozem anatomicznym toczacych si¢ ostro zmian sa struktury w oto-
czeniu komory III, wodociggu mozgu, komory IV, ciala suteczkowate
oraz formacje amonalne.

Ostre majaczenie alkoholowe rozwija si¢ na podiozu chronicznego,
rozlanego uszkodzenia bariery naczyniowo-mozgowej oraz przedwczes-
nej inwolucji tkanki nerwowej szczegélnie nasilonej w ukladzie lim-
bicznym wywolanych przewleklym naduzywaniem alkoholu.

. TapuHoBcKa-/I3UAyIIKO
VCCJEJIOBAHUS MOP®POJOTUYECKOTO CYBCTPATA BEJOM TOPIYKMU

Pe3momMme

Banauveit paborer 6blna moapobuas OoneHKA CTPYKTYypbl M Tonmorpacdum MOpgOJIoru-
yeCKMX M3MEHEeHMII B cjydyamax OCTPOM CMepTesbHOI 0eoji ropavKu.

MaTtepuan oxBaTbiBaj 20 CEKIMOHHBIX Cjy4aeB OOJBHBIX B BO3poCTe 10 52 roja
JKU3HY, 3JI0YNOTPEOIAOIMX XPOHUYECKY aJIKOTOJb (B cpepneMm 16,3 roxa), y KOTOPBIX
B TeuyeHMe HaBbIKa MMeJa MeCTO OJAMH MJIM HECKOJIbKO pa3 ocrtpad benas ropsdyka —
nepBasg MJu TOCJeAHAA, BeAylllad K CMepTM AjAumiasca or 3 jpo 12 xauen. ¥V Becex
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6onbHbpIX OOHApyKMBajaCch aJIKOTOJbHAA XapaKTepomaTus ¢ IICMXOOPraHMYecKuM
CUMHAPOMOM.

B cexumonnom wuccienoBanuy damle Bcero (13 ciyyaeB) MMeJIO MECTO OXKUpeHue
M UMPPO3 NedyeHy, JereHepaTUBHbIe UM3MEHEHUSA CePAeYHOM MBIUINbI M arJja3usa Mo3ra.

MMKpPOCKOIIMYECKOe MCCJHIeZJlOBAaHME MO3ra MNPOBOAMIIOCH METOAOM OOJBIIUX CpPe30B
CO BCe€X pEeNnpe3eHTAaTUBHbIX pPallOHOB C OCOObBIM y4YeTOM IIPOMEXKYTOYHOTO MO3ra.
OT0 MccaenoBaHue MO3BOJIMIIO BBIIAEJIUTH HECKOJBLKO TUIIOB IOBPEXKIEHUI LEeHTPab-
HOJM HEepPBHOM CUCTEMBI,

IlepBbIt TUII MOBPEXKAEHWI TKAHU — 9TO OCTPBI MHTOKCUKALIMOHHBIA CUHADPOM,
NPOABJAIIIMIACA LEeHTPAJbHBIM TIe€MOJM30M HEPBHOM KJETKM, ,O0CTPbIM OTeKOM’
u TeKenbIM 3aboseBanmem Huccas-lInuabmaepa.

BTopoit cuuapoM M3MEHeHMII — 9TO IIOBPEXKJAEHME COCYIMCTOM CMUCTEMbI, BBICILEN
CTENEHM CTa3 BCEM COCYAUCTON CUCTEMBI C YCUJIEHHOM INPOHUILIAEMOCTBIO COCYIMCTOM
crenky. Tonorpadua CIOHTMO30B B MO3roBOi Kope, nedeKTOB KJeTOK IlypKuHbe
M 3€PHUCTOrO CJIOA B MO3XKeyKe, KaK M IIOBeleHMe KpaeBOro I1epUBACKYJIAPHOTO
rieuo3a yKasbIBaeT Ha XPOHMYECKOE ITOBPEXKIEHMUE COCYAMCTO-MO3roBoro Hapbepa.

TpeTbuit CMHAPOM M3MEHEHMI, KaK KaXKeTcd, CBfA3aH € HapylLIeHHbIM MeTabonms-
MOM HEDPBHOM KIJIETKM, BBI3BAaHHLIM XPOHMYECKUM JEMCTBUEM aJIKOTOJA W/WUIMU Ipo-
JAYKTOB ero MeTabonmyecKux NpPeBpPalleHUt U TPOMUUECKUM HEAOCTATKOM, U ABJA-
eTcd TUINMYHBM JJIs CTapeHMUs LEeHTPaJbHOM HEPBHOM CUCTEMBbI, ¢ 0cOCO BbIpaxeH-
HBIMM M3MeHeHMAMM B JIuMOuueckoyt cucreme. Boabliee BbIpaxkKeHMe MHBOJIOLMOH-
HBIX M3MeHeHMi1 Hablrojasoch B clyyasX C NOBTOpsAoulercA 6esoif ropadKoi.

Mopdonoruueckum cybcTpaTOM OCTPO NPOTEKAIOLIMX M3MEHEHM) ABJIAKTCA obpa-
3oeanua B 6am3u III xenynouka, BOOONMpOBOAa mo3lra, IV kenyaoyka, MAMMUIAPHBIX
TeJiel, ¥ aMOHAJbHBIX TeJell.

Kak Tonorpacdhms Tak u CTPYKTypa OCTPO pa3BUBAIOIIMXCA WM3MEHEeHMM, Kak
KJIETOYHBIX TaK M B CTEHKE COCYyJ0B, MOXKET pacCMaTPMBATCA B KadeCTEe€ OCHOBaHUSA
ANA TPEeANnoJIOKeHMsA, Ha aKTyaJJbHOM 9Tale uccienoBanus, 4ro Oeyjaa ropsuka
ABJISIETCA BCTYNUTEJNBHOM a3oi ncmuxosa Bepuuke.

E. Tarnowska-Dziduszko
STUDIES ON THE MORPHOLOGICAL BASIS OF ACUTE DELIRIUM TREMENS

Summary

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 syndrcme 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
IIIrd 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 KSIAZKI

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 redakcjag H. H. Schmideka,
profesora neurochirurgii w Hahnemann Medical College w Filadelfii, stanowi
pierwszg pozycje z zaplanowanej serii pod zbiorczym tytutem ,Cancer Mana-
gement” redagowanej przez L. W. Brady’ego i V. T. de Vita Jr. Ksigzka sklada
sie z 7 rozdzialéw poswieconych kolejno: patologii guzéw okolicy szyszynki
(U. De Girolami), ich symptomatologii neuro-okulistycznej i neurologicznej (S. H.
Wray), towarzyszacym im zaburzeniom wewnatrzwydzielniczym (L. Axelrod),
diagnostyce neuroradiologicznej (Ch. B. Grossman, C. F. Gonzalez), postegpowanie
chirurgicznemu w przypadkach guzéw okolicy szyszynki (H. H. Schmidek) oraz
znaczeniu napromieniowania w ich terapii (L. W. Brady). Odrebny rozdziat do-
tyczy zagadnienia tzw. ektotopowych szyszyniakéw (H. H. Schmidek). Szczegélowe
omoéwienie problematyki biologii, symptomatologii klinicznej, diagnostyki oraz le-
czenia guzéw okolicy szyszynki zawarte w poszczegdlnych rozdziatach, poprze-
dzone jest syntetycznym wprowadzeniem przygotowanym przez dr R. J. Wurt-
mana.

Juz sama prezentacja tresci ksigzki, odzwierciedlona tytutami jej rozdzialéw
wskazuje na wszechstronno$é ujecia zagadnienia oraz na jej adresatow. Mono-
grafia przeznaczona jest zarowno dla klinicystbw-neurologéw, neurochirurgéw,
onkologéw jak i dla neuroradiologéw, neuropatologéw i neuroendokrynologéw.
Autorzy kolejnych rozdzialéw monografii przedstawiaja krytyczny przeglad sta-
nu wiedzy w zakresie zagadnien stanowigcych ich przedmiot, uzupelniony wtas-
nymi dos$wiadczeniami, wskazujg na luki w poznaniu poszczegbdlnych zagadnien
oraz na kierunki dalszych badan.

W rozdziale poswieconym patologii guzéw okolicy szyszynki szczegblnie cen-
na jest jasna i jednoznaczna klasyfikacja oraz omoéwienie stosunku nowotworéw
wywodzgcych sie z elementéw migzszowych szyszynki do atypowych potwornia-
kéw w ujeciu D. Russell i L. Rubinsteina. To samo dotyczy rozdzialu poswieco-
nego tzw. szyszyniakom ektotopowym. Rozdziat dotyczy symptomatologii kli-
nicznej guzbéw, obok jej bardzo szczegbélowego omoéOwienia, zawiera bardzo cenng
cze$¢ poswiecong neuroanatomicznemu oraz patofizjologicznemu podlozu dominu-
jgcych w zespole Kklinicznym guzéw objawéw ocznych. W tym zakresie dr S. H.
Wray daje bardzo szeroki przeglad wynikéw doswiadczen prowadzonych na pry-
matach. Istotnym walorem rozdzialu poswieconego zaburzeniom wewnatrzwy-
dzielniczym wystepujgcym u chorych z guzami okolicy szyszynki i tzw. szyszy-
niakami ektotopowymi jest zwrécenie uwagi na bardzo szeroki wachlarz zespo-
16w endokrynologicznych, zwigzanych przede wszystkim z uciskiem badz nacie-
kaniem struktur podwzgbérzowych. Znaczna cze$¢ rozdzialu poswiecona jest pa-
togenezie hypergonadyzmu, znajdujacego swoéj wyraz w przedwczesnym dojrze-
waniu plciowym oraz znacznie rzadziej wystepujgcego zespolu hypogonadyzmu.
Wiele uwagi zwrécono na fizjologie szyszynki u kregowcédw, a przede wszystkim
u ssakéw i prawdopodobng funkcje melanotoniny, jej synteze i mechanizmy regu-
lujagce jej uwalnianie. Rozdzial dotyczacy diagnostyki neuroradiologicznej zaréw-
no guzéw zlokalizowanych w okolicy szyszynki jak i tzw. szyszyniakow ekto-
topowych poza konwencjonalnymi metodami diagnostycznymi takimi jak rent-
genografia przegladowa, wentrykulografia, arteriografia i kontrastowa mielogra-
fia wykonywana w poszukiwaniu odleglych ognisk rozsiewu plynowego, uwzgled-
nia réwniez zréznicowane metody skaningowe i tomograficzne. W rozdziatach
poswieconych leczeniu guzoéw, ich autorzy — wybitny neurochirurg i onkolog
przedstawiajg krytyczny przeglad stosowanych metod chirurgicznych i radiote-
rapeutycznych.

Istotng zaletg ksigzki jest jej nowoczesnosé, syntetycznosé i wszechstronnosé
ujecia zagadnienia, a takze oparcie sie autor6w na bardzo bogatym pi$mienni-
ctwie, obejmujacym zaréwno pozycje klasyczne jak i najbardziej wspéiczesne
oraz wilasnym bogatym doswiadczeniu. Tres¢ monografii wzbogaca bardzo obfity
material ilustracyjny oraz wiasna lub zaczerpnieta z piSmiennictwa dokumentacja
kazuistyczna.

Bardzo pozyteczna ksigzka. Z tym wieksza niecierpliwoscia nalezy oczekiwa¢c
na dalsze pozycje z serii Cancer Management.

Prof. dr hab. M. J. Mossakowski
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MIROSLAW J. MOSSAKOWSKI, IRMINA B. ZELMAN, TADEUSZ MAJDECKI

RABIES ENCEPHALITIS WITH SPECIAL REFERENCE
TO THE ULTRASTRUCTURE OF NEGRI BODY

Department of Neuropathology, Medical Research Centre
Polish Academy of Sciences, Warsaw, Poland
Head of the Department: Prof. dr M. J. Mossakowski

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 that uptill introdu-
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 human material (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 ultra-
structural 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 trauma 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.
CSF 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 bradycardla 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-
mixture 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 many areas diffuse
microglial proliferation, with numerous rod-cells involved a great pro-
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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 matter 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 Purkinje cells, accompanied by diffuse pro-
liferations of Bergmann’s glia (Fig. 6). The spinal cord gray matter 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 structures (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 in paraffin
the fine structure of tissue was severely damaged. Therefore the only
clement studied were intracytoplasmic inclusions.

On the ultrastructural 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.

Ryc. 1. Okolonaczyniowe nacieki limfocytarne w obszarze rozlanego rozplemu
mikrogleju. Srodmoézgowie. Fiolet krezylu. Pow. 400 X.

I'ig. 2. Lymphocytic-microglial perivascular infiltration in basal pons. H-E. X 200.
Ryc. 2. Limfocytarno-mikroglejowy naciek okolonaczyniowy w podstawnej czesci
mostu. H-E. Pow. 200 X.

Fig. 3. Microglial nodules in the inferior olive. Cresil violet. X 200.

Ryc. 3. Grudki mikroglejowe w oliwie dolnej. Fiolet krezylu. Pow. 200 X.
Fig. 4. Massive inflammatory process involving locus coeruleus. Cresyl violet.
X 60.

Ryc. 4. Masywne zmiany zapalne w jadrze 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.

Ryc. 7. Rozlegle zmiany zapalne w rogu przednim rdzenia kregowego. Ubytek
komorek 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.

Ryc. 8. Ubytek komoérek nerwowych z grudkowym rozplemem amficytow, zwy-
rodnienie zachowanych neuronéw oraz $rédmiazszowe nacieki limfocytarne w zwo-
ju miedzykregowym. H-E. Pow. 200 X.

Fig. 9. Negri body in the cytoplasm of Ammon’s horn neuron. H-E. X'1000.
Rye. 9. Cialko Negriego w cytoplazmie komoérki 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.

Ryc. 10. Kilka kwasochlonnych cial wtretowych w cytoplazmie komorki ner-
wowej rogu Ameona. H-E. Pow. 900 X,

Fig. 5. Loose melanine deposits in locus coeruleus. H-E. X 400.
Ryc. 5. LuzZno polozone ziarna melaniny w jadrze 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.

Ryc. 6. Zanik komoérek Purkinjego oraz towarzyszacy 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-
man (1969). In some cells we were able to notice single profiles, which
with all reservations could be reminiscent of virion structures. However,
due to their rarity and poor preservation of the ultrastructural orga-
nization, we do not feel autorized to comment on this phenomenon. The
other 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 Purkinje 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, minute 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 osmophilic
granular material. X 9.000.
Ryc. 11. Srédplazmatyczne cialo wtretowe o rownomiernym rozkladzie mate-
rialu osmofilnego. Pow. 9.000 X.

Iig. 12. Intracytoplasmic inclusion body with a large central rarefaction of. its
structure. X 16.000.
Ryc. 12. Srbédplazmatyczne cialo wtretowe z rozleglym centralnym rozrzedzeniem
materialu osmofilnego. Pow. 16.000 X.
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Fig. 13. Perinuclear localization of inclusion body with unequal distribution of
granular osmophilic material. X 7.000.

Ryc. 13. Okolojadrowe polozenie ciala wtretowego z nieréwnomiernym rozkla-
dem ziarnistego materialu osmofilnego. Pow. 7.000 X.

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

Ryc. 14. Uszkodzenie otoczki jadrowej (strzatki) w bezposrednim sasiedztwie ciala
wtretowego. Pow. 5.000 X.
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bodies as principally identical structures, the only difference consisting
in the amount of viral particles. The structure responsible for the pre-
sence of cytoplasmic inclusions according to Matsumoto (1970) is fibrilla-
ry matrix, being the site of virus replication. Typical Negri body is com-
posed of matrix 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 matrix (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 eonsidered 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
human case by Morecki and Zimmerman (1969). They are also similar,
except the lack of evident viral particles, to those presented by Leech
(1970). 1t is worth of being noted, that in all those cases, the material
for electron microscope studies was originally fixed in formalin and
in the majority of instances embedded in paraffin. Therefore it would
seem acceptable to consider structures 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 matrix 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 Zimmermamn, 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 may 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 latter 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 human cases
in which fine structure of inclusions was identical with that observed
in experimental animals.

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

PRZYPADEK WSCIEKLIZNY. OBRAZ MIKROSKOPOWO-ELEKTRONOWY
CIALEK NEGRIEGO

Streszczenie

Przedstawiono przypadek wscieklizny, rozpoznanej przyzyciowo na podstawie
badan immunopatologicznych i wirusologicznych biopsyjnego materialu moézgowe-
go.

Przypadek wyro6zniat sie 20-dniowym przebiegiem Kklinicznym, a w obrazie
patomorfologicznym rozlegloscia procesu zapalnego obejmujacego praktycznie
wszystkie struktury osrodkowego ukladu nerwowego, zwoje miedzykregowe i ner-
wy obwodowe. Cechg znamienng przypadku byla niezwykla obfitos¢ pojedynczych
i mnogich cial wtretowych, wystepujacych w neuronach kory moézgu, pnia moz-
gowego, rdzenia kregowego i zwojéw miedzykregowych. Ciala te na podstawie
cech histologicznych uznano za typowe cialka Negriego i cialka wscieklizny.

W obrazie mikroskopowo-elektronowym skladaly sie one z macierzy o umiar-
kowanej gestosci elektronowooptycznej i gestych ziarnisto$ci osmofilnych. Ciata
te nie mialy blony otaczajgcej, a ich strukture wewnetrzng charakteryzowato
znaczne zroznicowanie rozkladu ziarnistego materialu osmofilnego, prowadzace
niekiedy do wystepowania struktur obraczkowatych. Zwracat uwage Scisty kon-
takt cial wtretowych z jadrami komoérkowymi. Zaré6wno w obrebie cial wtreto-
wych jak i poza nimi nie spostrzegano obecnosci wirionéw.

M. fI. MoccakoBcky, WM. B. 3eanbpman, T. Maigeuku

CIIYYAM BEIIEHCTBA.
DJIEKTPOH-MUKPOCKOIIMYECKASI KAPTUHA TEJIEI] HETPU

Peszwome

IlpencraBien cayuai OeleHcTBa, yCTAaHOBJEHHBIM TIPUMMKM3HEHHO HA OCHOBAHUMU
MMMYHOIIATOJOTMYECKMX U BUPYCOJIOTMYECKUX MCCIeA0BaHMit 6MONCHMIiTHOr0 MaTepualia

moa3sra.
Cnyqaﬁ orimyalica 20-AHEBHBIM KJIMHMYECKUM TeudeHMeM, a B na'romopcbo.norn—
YeCKOM IljIaHe — OGHIMPHOCTL}O BOCIIAJIMUTEJIbHOTO IIpolecca OXBAaThIBAKIIEro IIpaK-

TUYECK) BCe CTPYKTYPbI LIEHTPAJbHOM HEPBHOM CHUCTEMbI, MEKIIO3BOHOYHBIE TaHIJIMA
u nepudepuyeckye HepBbl. XapaKTEePHLIM CBOMCTBOM cJiy4yas Oblio HeobblruaiHoe
u306MiIMe OTAENBHBIX M MHOTOYMCJIEHHBIX BKJIIOYEHMMA, HAXOAALIMXCA B HEMPOHAX
KOPBbI MO3ra, CTBOJIa MO3ra, CIMHHOTO MO3ra ¥ MEXKII03BOHOYHBIX TaHIIMeB. OTu
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TeJblla, HA OCHOBAHMM THUCTOJOTMHYECKMX CBOMCTB, OKA3aJMUCh TUINYHbIMM TeJIbLaMyU
Herpm u rtenbuamu Geuiencrsa.

B 3/1eKTPOH-MMKPOCKONMYECKO) KapTMHE OHM NPEACTaBJAJIM MATPUKC C yMepeH-
HOM 9JIEKTPOH-ONTUYECKO} IIJIOTHOCTBIO M TyCTOM OCMOMMIBHONI TpaHyJaauuein. DTu
TeJblla He CcoJep¥KaJju OKpyzKamwllei o600JI04KM, a uX BHYTPEHHAHd. CTPYKTypa
XapakTepu3oBajach 3HauYUTeNbHOM auddepeHuyanuenn pacnpeieleHns 3epPHUCTOTO
0CMOMUIIBHOTO MaTepualia, BeAyl el MHOTAA K 00pa30BaHMUIO MEPCTHEBUAHBIX CTPYK-
Typ. OOpaman BHMMaHMe IJIOTHOM KOHTAKT TeJel] BKIIYEHUIA ¢ KJIETOYHBIMU
aapamyu. Kak B cocraBe Teiel] BKJIY4YEHMII TaK M BHe MX He Habaoganyu Hanmuus
BUPMOHOB.
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TADEUSZ MAJDECKI

UTRASTRUKTURA CIAL. WTRETOWYCH
W GANGLIOZYDOZACH I CEROIDOLIPOFUSCYNOZIE

STRESZCZENIE PRACY HABILITACYJNEJ
Zesp6l! Neuropatologii Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN

Gangliozydozy i ceroidolipofuscynoza nalezg do metabolicznych cho-
16b OUN. Charakteryzujg sie one genetycznie uwarunkowanym zabu-
rzeniem przemiany lipidow, ktére prowadzi do ich nieprawidlowego
gromadzenia sie w komoérkach nerwowych. Wspélny dla obydwu ze-
spolow chorobowych proces spichrzania lipidow sprawil, ze do polowy
lat szesédziesigtych biezacego stulecia gangliozydozy i ceroidolipofus-
cynoza byly uwazane za rozne zespoly i postaci rodzinnej idiocji amau-
rotycznej. Dopiero badania biochemiczne pochodzace z lat szescdzie-
sigtych i siedemdziesigtych pozwolily na wyodrebnienie gangliozydoz
i ceroidolipofuscynozy.

W zalezno$ci od rodzaju spichrzanego gangliozydu wyro6znia sie gan-
gliozydozy Gm: 1 Gmi, z ktorych pierwsza uwarunkowana jest niedo-
borem aktywnosci heksozaminidazy A, druga zas beta-galaktozydazy.
W ceroidolipofuscynozie w spichrzanym materiale zidentyfikowano ce-
roid i lipofuscyne, nie wykazano natomiast zmian w zawartosci i skla-
dzie lipidow OUN. Przyczyna i patomechanizm odkladania lipopigmentu
sa nie wyjasnione. Wspoélnym wykladnikiem patomorfologicznym dla
gangliozydoz i ceroidolipofuscynozy jest wystepowanie w cytoplazmie
komoérek OUN cial wtretowych charakteryzujacych sie znacznym zroz-
nicowaniem ultrastruktury.

Pomimo istotnego znaczenia diagnostycznego badan biochemicznych,
w poznaniu patogenezy neurolipidoz podstawowe znaczenie ma bada-
nie mikroskopowo-elektronowe. Szereg zas zagadnien o istotnej war-
tosci praktycznej i poznawczej pozostal nadal nie wyjasniony.

Celem pracy byla ocena przydatnosci diagnostycznej mikroskopowo-
-elektronowego badania kory mozgu w przypadkach gangliozydoz i ce-
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roidolipofuscynozy, proba wyodrebnienia istotnych cech ultrastruktu-
ralnych dla ich przyzyciowego réznicowania oraz okre$lenie wartosci
tego badania dla oceny zaawansowania procesu chorobowego. Poza tym
wytyczono sobie za cel okreS$lenie udzialu elementéw pozaneuronal-
nych OUN w procesie spichrzania i okreslenie morfogenezy wtretow
cytoplazmatycznych w komoérkach mézgu w przypadkach gangliozydoz
i ceroidolipofuscynozy.

MATERIAL I METODY

Biopsyjny material ludzki: Do badan wykorzystano po-
brane przyzyciowo drogg biopsji wycinki kory moézgu w 17 przypad-
kach dzieci, u ktérych rozpoznano genetycznie uwarunkowana chorobe
metaboliczng OUN. Na podstawie obrazu Kklinicznego, wynikow badan
biochemicznych i rutynowego badania neuropatologicznego rozpoznano
w 7 przypadkach gangliozydoze Gwm,, w 3 przypadkach gangliozydoze
Gwm oraz w 7 przypadkach ceroidolipofuscynoze.

Material doswiadczalny: Doswiadczenia przeprowadzono na
szczurach, ktorym przez okres 6 miesiecy podawano Arechin (chloro-
quinum diphosphoricum), po czym z mozgu zwierzat doswiadczalnych po-
bierano bloki tkankowe do badania w mikroskopie elektronowym.

Material do badan mikroskopowo-elektronowych, tak biopsyjny u lu-
dzi, jak i do$wiadczalny, przeprowadzano i barwiono w sposéb rutyno-
wy. Zdjecia wykonywano w mikroskopie elektronowym JAM T7A.

WYNIKI
Biopsyjny material ludzki

W przypadkach gangliozydozy Gm: i Gwma charakterystyczng cechg cy-
toplazmy komoérek nerwowych bylo wystepowanie licznych, regular-
nych, okraglych lub owalnych ciat wtretowych wypelnionych struktu-
rami bloniastymi i gestym elektronowo materialem drobnoziarnistym.
Wyroézniono nastepujgce rodzaje cial wtretowych: typ I — wtrety okra-
gle zbudowane z koncentrycznie utozonych struktur bloniastych, oto-
czone miejscami widoczng pojedyncza blong. Poszczegdlne blaszki tych
wtretow skladaly sie z blon elementarnych; typ IA — rzadziej wyste-
pujace owalne wtrety wypelnione strukturami bloniastymi o ukladzie
blon zblizonym do prostolinijnego; IB — wtrety mieszane, zawiera-
jace rownoczesnie struktury bloniaste o przebiegu okreznym lub pro-
stolinijnym; typ IC — wtrety zawierajace oprocz struktur bloniastych
jednorodny material drobnoziarnisty; typ II — wtrety o cechach typo-
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wych cial gestych, najczesciej umiejscowione na obwodzie duzych sku-
pisk cytoplazmatycznych cial wtretowych.

W wypustkach nerwowych obserwowano niekiedy wtrety ze struk-
turami bloniastymi o okreznym Ilub prostolinijnym przebiegu. Takie
same ciala wtretowe sporadycznie wystepowaly w synapsach. W astro-
cytach obserwowano wtrety najczesciej wypelnione strukturami pe-
cherzykowymi, czasem zawieraly one chaotycznie rozlozone struktury
bloniaste lub o ukladzie zblizonym do okreznego lub prostolinijnego.
Rzadziej wystepowaly ciala lipofuscynopodobne i typowe ciala geste.
W cytoplazmie komodrek s$rodblonka i pericytow naczyn wlosowatych
obserwowano ciata lipofuscynopodobne, ciala zawierajace struktury pe-
cherzykowe i bloniaste o okreznym lub prostolinijnym ukladzie.

Ustalono, ze w przypadkach gangliozydozy Gm: i Gy stalym i naj-
liczniejszym typem cial wtretowych w cytoplazmie komoérek nerwo-
wych, niezaleznie od czasu trwania procesu chorobowego, sa bloniaste
ciala cytoplazmatyczne o okreznym ukladzie blon. Wtrety z materia-
lem mieszanym i z prostolinijnym ukladem blon oraz wtrety w wypu-
stkach komorek nerwowych i w synapsach wystepowaly czesciej w przy-
padkach starszych dzieci, z dluzszym przebiegiem choroby. U tych pa-
cjentéw liczniej wystepowaly rowniez wtrety w cytoplazmie astrocy-
tow, komorek s$rodblonka i pericytow naczyn wlosowatych.

W  przypadkach ceroidolipofuscynozy znamienng cecha cytoplazmy
komérek nerwowych byla obecnos¢ licznych, wielopostaciowych, réznej
wielkosci wtretéw cytoplazmatycznych. Na podstawie cech ultrastruk-
turalnych wyroézniono nastepujace typy wtretow: 1) wtrety skretno-
linijne zbudowane ze splatanej sieci blon; 2) wtrety zawierajace deli-
katne struktury bloniaste tworzace obraz linii papilarnych; 3) wtrety

zawierajace material drobnoziarnisty lub jednorodny gesty elektrono-
wo.

We wszystkich wymienionych powyzej wtretach, otoczonych miej-
scami widoczng pojedynczg blong, obserwowano réznie liczne wod-
niczki wypelnione jednorodnym materialem o matej gestosci clekirs-
nowej. W odréznieniu od gangliozydoz, w ktérych wszystkie rodzaje
charakterystycznych dla nich cial wtretowych wystepowaly w kazdym
przypadku, w ceroidolipofuscynozie poszczegélne przypadki charakte-
ryzowala obecnos¢ jednego, dwoéch, a bardzo rzadko trzech rodzajow
wtretow nagromadzonych w cytoplazmie komoérek nerwowych.

W niektorych przypadkach -ceroidolipofuscynozy obserwowano po-
nadto bloniaste ciala cytoplazmatyczne o okreznym lub prostolinijnym
ukladzie blon, podobne do wystepujacych w gangliozydozach. Obser-
wowano je zawsze pojedynczo, wsréod wtretow typowych dla ceroido-
Neuropatologia Polska — 11
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lipofuscynozy. Dodatkowy rodzaj wtretéw reprezentowaly typowe ciala
geste.

W wypustkach komorek nerwowych ciala wtretowe obecne byly
w przypadkach ceroidolipofuscynozy bardzo rzadko, znacznie rzadziej
niz w przypadkach gangliozydoz. Charakteryzowalo je podobienstwo
do wtretéw wystepujgcych w perikariach neurocytéw. W synapsach
nie obserwowano wtretow.

Witrety w cytoplazmie astrocytéw w przypadkach ceroidolipofuscy-
nozy zawieraly material o obrazie mikroskopowo-elektronowym po-
dobnym do wystepujacego we wtretach cytoplazmy neurocytow, tak
samo jak w cytoplazmie komoérek srédblonka i pericytow naczyn wio-
sowatych. Przewazal wsrod nich material lipofuscynopodobny.

Materiat doswiadczalny

Charakterystyczng cechg doswiadczalnej fosfolipidozy bylo wystepo-
wanie wtretow w cytoplazmie komorek nerwowych. Byly to roézno-
ksztaltne, zazwyczaj okragle twory z jednorodna, drobnoziarnista ma-
cierzg, bardzo czesto zawierajace zmienng ilos¢ pojedynczych lub zgru-
powanych struktur bloniastych zbudowanych z blon elementarnych.
Wtrety zawierajace struktury bloniaste o okreznym ukladzie przypo-
minaly bloniaste ciala cytoplazmatyczne wystepujace w przypadkach
gangliozydoz. Rzadko obserwowano wtrety lipofuscynopodobne.

Skupiska materialu bloniastego o ukladzie zblizonym do prostolinij-
nego spotykano sporadycznie w zbiornikach siatki $rédplazmatycznej,
natomiast znacznie czesciej lezal on wolno w cytoplazmie komorki ner-
wowej. W wypustkach nerwowych ani w synapsach nie stwierdzono
obecnosci wiretow.

Astrocyty czesto wykazywaly cechy obrzmienia i rzadko zawieraly
material lipofuscynopodobny. Material taki sporadycznie obserwowano
w cytoplazmie komoérek srodblonka i pericytéw naczyn wlosowatych.

OMOWIENIE

Analiza ultrastruktury zlogow wystepujacych w cytoplazmie komo-
rek kory moézgu w dwu roznych typach choréb spichrzeniowych OUN
wykazala pelng odrebnos¢ obrazu mikroskopowo-elektronowego gan-
gliozydoz i ceroidolipofuscynozy, pozwalajacg na diagnostyczne rozni-
cowanie obydwu proceséw. Przypadki gangliozydozy Gm. i Ga rézniace
sie od siebie zaréwno rodzajem spichrzanego gangliozydu jak i enzy-
mem niedoborowym maja zasadniczo podobny obraz mikroskopowo-
~elektronowy.
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Obydwa rodzaje gangliozydoz charakteryzuja sie znaczng jednorod-
no$cig ultrastruktury cial wtretowych w neuronach i znaczng réz-
norodnoscia wtretow astrocytarnych. Natomiast dla ceroidolipofuscy-
nozy znamienna jest réznorodnos$¢ ultrastrukturalnych cial wtretowych
wystepujacych w komoérkach nerwowych i glejowych kory mozgu.

Wiodaca cechg ultrastrukturalng przypadkéw gangliozydoz bylo wy-
stgpowanie w cytoplazmie wtretéw zbudowanych z okreznych struk-
tur bloniastych. Twory te tym roznig sie od cial resztkowych opisa-
nych przez De Duve’go (1963), ze w przewazajacej wiekszosci zawie-
rajg struktury zbudowane z blon elementarnych o regularnym uktadzie.
Podczas gdy w cialach resztkowych zawarty jest material réznorodny
pod wzgledem chemicznym i morfologicznym, to w bloniastych ciatach
cytoplazmatycznych dominuje gangliozyd, ktéry jako jednorodna sub-
stancja lipidowa ma charakterystyczng postaé¢ wieloblaszkowy. Fakt,
ze budowa taka odpowiada gangliozydom wykazal in wvitro Samuels
1 wsp. (1964). Gromadzenie si¢ w lizosomach substancji chemicznych
w formie niestrawionej uwarunkowane jest niedoborem okreslonego
enzymu hydrolitycznego.

Przesledzenie réznych postaci wtretow wystepujacych w komoérkach
nerwowych w przypadkach gangliozydoz pozwolilo na okreslenie mor-
fogenezy bloniastych cial cytoplazmatycznych. W stadiach poczatko-
wych sg to twory otoczone pojedynczg blong, wypelnione materialem
drobnoziarnistym. Stopniowo ich macierz wypeiniaja struktury blonia-
ste nawarstwiajace sie od obwodu wtretu. Taki tok tworzenia sie blo-
niastych cial cytoplazmatycznych potwierdza centralne polozenie ziar-
nistego ,,jadra” oraz okrezny uklad blon, ktéore we wtretach z nie-
licznymi strukturami bloniastymi sg najczeSciej umiejscowione na
obwodzie. Podobny tok tworzenia sie bloniastych wtretow cytoplazma-
tycznych wykazano w doswiadczalnej fosfolipidozie wywolanej dwu-
fosforanem chlorochinoliny.

Przyjmujgc lizosomalny rodowod bloniastych wtretow cytoplazma-
tycznych nalezy oczekiwaé pierwotnego gromadzenia si¢ lipidu w siat-
ce srodplazmatycznej i w aparacie Golgiego. W materiale wlasnym spo-
radycznie tylko stwierdzano w bliskim sgsiedztwie strefy Golgiego roz-
szerzone zbiorniki otoczone pojedyncza blong cytoplazmatyczng zawie-
rajgce delikatne struktury bloniaste z cechami spichrzanego materiatu.
Brak innych zwigzkow miedzy spichrzanym materialem i siatka $réd-
plazmatyczng mozna wigza¢ z faktem, ze wszystkie przypadki znajdo-
waly sie¢ w zaawansowanym okresie procesu patologicznego. W do-
$wiadczalnej fosfolipidozie u szczuréw, ktéra moze stanowi¢ model
wezesnego stadium procesu spichrzania lipidéw rowniez tylko wyjatko-
wo obserwowano material bloniasty o ukladzie zblizonym do prostoli-
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nijnego, otoczony odcinkowo blong cytoplazmatyczng. Wobec sporadycz-
nie spotykanych cech morfologicznych moggcych wskazywaé¢ na wczesne
gromadzenie sie zlogéw w zbiornikach siatki srédplazmatycznej nie moz-
na uzna¢ tej drogi tworzenia sie wtretow za jedyng. Przemawiaja za
tym obserwacje wskazujgce ma znacznie czestsze gromadzenie sie spich-
rzanego materialu w postaci wolno lezgcej w cytoplazmie komorki,
przemawiajace za powstawaniem w tych miejscach cial wtretowych
de novo.

Poza wspélnymi cechami w przypadkach gangliozydoz zaobserwo-
wano réznice dotyczgce przede wszystkim ilosci poszczegélnych typow
wtretéw cytoplazmatycznych w komorkach kory mozgu. Stwierdzono,
ze mniej dynamiczny przebieg procesu patologicznego wyrazajacy sie
dtuzszym przezyciem chorego znajduje wykladnik morfologiczny w cze-
stszym wystepowaniu ,,niedojrzatych” wtretéw cytoplazmatycznych za-
wierajgcych oprocz struktur bloniastych material drobnoziarnisty. Nie-
dojrzate wtrety przewazaly takze w doswiadczalnej fosfolipidozie, cha-
rakteryzujacej sie réwniez malg dynamika procesu patologicznego.

Stosunkowo mala liczba cial wtretowych w wypustkach i wrecz zni-
koma w synapsach w poréwnaniu z ich obfitoscia w cytoplazmie neu-
rocytéw sugeruje, ze sg one ,transportowane” z okolic perikarialnych.
Nagromadzenie cial wtretowych w wypustkach komoérek nerwowych
w przypadkach gangliozydozy Gwm. zwiekszalo si¢ wraz z wiekiem cho-
rych i czasem trwania procesu patologicznego, stanowigc wykladnik
zaawansowania tego ostatniego.

W przypadkach gangliozydoz mimo podobienstw ultrastrukturalnych
niektéorych wtretow cytoplazmy astrocytow i neurocytow w zdecydo-
wanej wiekszosci roznily sie one miedzy sobg. Poréwnanie ultrastruk-
tury spichrzanego materialu w cytoplazmie neurocytéow i komoérek gle-
jowych sugeruje, ze Witrety cytoplazmatyczne astrocytow stanowig sfa-
gocytowany material pochodzacy z komorek nerwowych. Wskazuje na
to miedzy innymi najwieksze nagromadzenie cial wtretowych w tzw.
astrocytach satelitarnych jak réwniez fakt, ze ilo$¢ wtretow w astrocy-
tach jest zawsze mniejsza niz w cytoplazmie komérek nerwowych. Pod-
stawowym elementem wskazujacym na odrebno$¢ mechanizmu gro-
madzenia sie¢ wtretéow w astrocytach i neurocytach jest ich odmienna
ultrastruktura. Cecha charakterystyczng, wlasciwa tylko glejowym cia-
lom wtretowym w gangliozydozach, byla ich tendencja do I!aczenia
sie¢ ze soba w wieksze konglomeraty oraz wystepowanie zlogoéw lipo-
{uscynopodobnych.

Ultrastruktura i wyniki biochemicznych badan wtretow cytoplazma-
iycznych astrocytarnych wskazuja na ich lizosomalny rodowéd. Wy-
daje sie, ze uklad lizosomalny astrocytéw spelnia w sposéb posredni
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wspomagajaca role w procesie rozkladu gangliozydéw nagromadzonych
w cytoplazmie komoérek nerwowych z niewydolnym ukladem enzyma-
tycznym lizosoméw. Wykladnikiem wtérnej czynnosci trawiennej ko-
morek glejowych moze by¢ obecnos¢ w ich wtretach materiatu z reszt-
kami struktur bloniastych.

Material lipofuscynopodobny w astrocytach czeSciej obserwowano
w przypadkach o bardziej dynamicznym przebiegu choroby. Jego obec-
nos$¢ prawdopodobnie nie ma bezposredniego zwigzku z pierwotnym za-
burzeniem metabolizmu, ale jest morfologicznym wyrazem wyrodnie-
nia komorki. Odnosi sie to rowniez do cial wtretowych w cytoplazmie
komoérek $rdédblonka i pericytow naczyn wlosowatych.

Przypadki ceroidolipofuscynozy charakteryzowalo wystepowanie neu-
ronalnych wielopostaciowych cial wtretowych, zawierajacych materiat
o zroznicowanej budowie ultrastrukturalnej. Obserwowano w tym sa-
mym przypadku, w pojedynczej komoérce nerwowej, a nawet we wtre-
cie rézne typy zlogéw. Przemawia to za brakiem swoistosci mikrosko-
powo-elektronowych cech spichrzanego materialu dla poszczegélnych
przypadkow ceroidolipofuscynozy, jak roéwniez za morfologicznym,
a prawdopodobnie rowniez morfogenetycznym, pokrewienstwem wtre-
tow neuronalnych w ceroidolipofuscynozie.

Niezaleznie od réznic ultrastrukturalnych, we wszystkich wtretach
wystepowaly, w réznym stopniu zaznaczone, wspdlne cechy. Wszystkie
ciala wtretowe byly otoczone pojedyncza blong, czesto zawieraly ,krop-
le tluszczu”, a macierz wtretow wypelnial materiat gesty elektronowo,
jednorodny, ziarnisty lub bloniasty. Wymienione cechy wskazuja na
morfologiczny zwigzek wtretow z ceroidem lub lipofuscyna i réwno-
czesnie przemawiajg za ich lizosomalnym pochodzeniem. Potwierdzaja
to badania Siakotosa (1972), ktéry ujawnil obecno$¢ hydrolaz lizoso-
malnych w wyizolowanych wtretach w przypadkach ceroidolipofuscy-
nozy. Obraz mikroskopowo-elektronowy wtretow w przypadkach ceroido-
lipofuscynozy sugeruje, ze powstaja one w mastepstwie laczenia sie ze
soba typowych cial gestych. Ten rodzaj morfogenezy decyduje o jednej
z podstawowych cech ultrastrukturalnych, roéznigcych wtrety neuro-
nalne w ceroidolipofuscynozie od bloniastych cial cytoplazmatycznych
wystepujacych w gangliozydozach.

Porownanie ultrastruktury materialu spichrzanego w poszczegélnych
przypadkach ceroidolipofuscynozy pozwala watpi¢c w istnienie $ci-
stych zaleznosci miedzy cechami mikroskopowo-elektronowymi wtre-
tow i klinicznym przebiegiem choroby. O zroéznicowaniu ultrastruktury
wtretéw w ceroidolipofuscynozie moze decydowac szereg czynnik6w
zwigzanych z typem spichrzajacej komorki i jej wlasciwosciami meta-
b-licznymi. Natomiast obecno$¢ pojedynczych wtretow typowych dla
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gangliozydoz nalezy uzna¢ za zjawisko bez istotnego znaczenia dia-
gnostycznego, za wyraz nieswoistych, wtoérnych zaburzen przemiany
komoérkowej.

Mechanizm gromadzenia cial wtretowych w wypustkach komorek
nerwowych jest prawdopodobnie taki sam w ceroidolipofuscynozie
i w gangliozydozach, podobnie jak pochodzenie cial wtretowych w gle-
ju oraz w komorkach $rodblonka i pericytach naczyn wlosowatych.
Jednakze uogoélniony charakter procesu patologicznego nie pozwala
jednoznacznie wylgczy¢ mozliwosci, ze stanowig one wyraz pierwot-
nie zaburzonego metabolizmu.

Obecnos¢ neuronalnych wtretéw, podobnych do bloniastych cial cy-
toplazmatycznych, obserwowano u szczuréw po podawaniu dwufosfora-
nu chlorochinoliny. Ze wzgledu na odmienny patomechanizm, doswiad-
czalna fosfolipidoza nie jest jednak modelem gangliozydoz, ani ceroido-
lipofuscynozy, ale stwarza najdogodniejsze warunki dla mikroskopo-
wo-elektronowej oceny morfogenezy wtretow w neurolipidozach.

WNIOSKI

1. Wartos¢ diagnostyczna mikroskopowo-elektronowego badania ma-
terialu biopsyjnego polega na mozliwosci zdecydowanego odré6znienia
obydwu postaci neurolipidoz. Mimo mozliwosci wykorzystania do ce-
16w diagnostycznych latwiej dostepnych tkanek, korzysci wynikajace
z badania ultrastruktury mozgu wiaza sie z najwiekszym nasileniem
procesu spichrzania w OUN.

a) Przypadki gangliozydozy Gm: i Gwmi maja bardzo podobne cechy
ultrastrukturalne i nie daja sie zroéznicowaé wylacznie na podstawie
badania mikroskopowo-elektronowego. Wystepujace w tych przypad-
kach bloniaste ciala cytoplazmatyczne neurocytéw nie sg patognomo-
niczne dla gangliozydoz. Sporadycznie moga one wystepowac¢ réwniez
w ceroidolipofuscynozte, przy czym w tych przypadkach nie maja istot-
nego znaczenia diagnostycznego.

b) Mimo zrdéznicowania ultrastruktury wtretow w ceroidolipofus-
cynozie, ktore moze wskazywa¢ na odmienny typ zaburzen, zawsze
maja one réznie wyrazone cechy mikroskopowo-elektronowe lipofus-
cyny. Obecnos¢ w cytoplazmie neurocytéw licznych wtretow z ma-
terialem skretnolinijnym i/lub o wzorze linii papilarnych stanowi ce-
che decydujacg o rozpoznaniu ceroidolipofuscynozy.

2. Wystepowanie w przypadkach gangliozydoz ,niedojrzatych” form
bloniastych wtretow cytoplazmatycznych oraz obecnos¢ wtretow w wy-
pustkach komorek nerwowych i w synapsach stanowi wykladnik stop-
nia zaawansowania choroby. Natomiast w przypadkach ceroidolipofus-
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cynozy cechy ultrastrukturalne wtretéw neuronalnych sa niezalezne
od fazy procesu patologicznego.

3. Wtrety w cytoplazmie astrocytow w przypadkach gangliozydoz
i ceroidolipofuscynozy uzna¢ nalezy za efekt fagocytozy materialu po-
chodzacego z neurocytéw, a nie przejaw pierwotnego zaburzenia me-
tabolizmu komorek glejowych. Udzial ukladu naczyniowego w procesie
spichrzania w gangliozydozach polega na gromadzeniu sie zewngtrz-
pochodnego materiatu lipidowego w cytoplazmie komoérek $cian na-
czyn wlosowatych. Takie samo jest prawdopodobnie pochodzenie zio-
gow w komoérkach $rodblonka i pericytow w przypadkach ceroidolipo-
fuscynozy, chociaz istnieje mozliwos¢, ze stanowig one wyraz pierwot-
nie uogodlnionego procesu chorobowego.

4. Bloniaste ciala cytoplazmatyczne w gangliozydozach powstajg przez
nawarstwianie sie struktur bloniastych od zewnatrz ku $rodkowi ciata
gestego. Taka sama jest morfogeneza podobnych wtretow w neuro-
nach w doswiadczalnej fosfolipidozie wywolanej dlugotrwalym poda-
waniem dwufosforanu chlorochinoliny. W przypadkach ceroidolipo-
fuscynozy wtrety cytoplazmy komoérek nerwowych powstaja na dro-
dze lgczenia sie ze soba cial gestych.

145 pozycji pismiennictwa u autora.
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DZIAL KRONIKI I INFORMACJI

W dniu 24 wrzesnia 1978 r. w przededniu Miedzynarodowego Kongresu Neuro-
patologicznego odbylo sie w Waszyngtonie posiedzenie Rady Miedzynarodowego
Towarzystwa Neuropatologii.

Zebrani minutg ciszy uczcili pamieé¢ zmarlej w biezgcym roku prof. Ewy
Qsetowskiej.

Po udzieleniu absolutorium ustepujacemu Zarzadowi dokonano wyboru no-
wych wiladz towarzystwa na okres 4 lat, w nastepujgcym skladzie:

Prezydent — prof. J. A. N. Corsellis (Wielka Brytania),
Vice-prezydenci — prof. M. Finlayson (Kanada), doc. G. Gosztonyi (We-
gry),

(ponadto vice-prezydentami sg nadal wybrani przed 2 la-
ty prof. M. J. Mossakowski (Polska), prof. J. Moossy

(USA),
Sekretarz Generalny — prof. J. H. Adams (Wielka Brytania),
Skarbnik — prof. J. Ulrich (Szwajcaria),
Czlonkowie — prof. A. Escobar (Meksyk), prof. R. Escourolle (Fran-
cja), doc. M. Haltia (Skandynawia), prof. W. Wechsler
(RFN),

(ponadto czlonkami pozostali nadal wybrani przed 2 laty
— prof. B. Bednarz (Czechostowacja); prof. T. Yamamoto
(Japonia).

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

Na posiedzeniu ustalono, ze nastepny Miedzynarcdowy Kongres Neuropato-
logiczny odbedzie sie w Wiedniu w okresie od 5 do 10 wrzesnia 1982 r.

Jako miejsce kolejnego Kongresu, ktorego termin przypada w r. 1986, wy-
brano Sztokholm.

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

W czasie trwania Kongresu odbyla sie sesja specjalna, poswiecona przesziosci,
terazniejszosci i przysziosci neuropatologii. Organizatorzy sesji, prof. J. A. N. Cor-
sellis (Wielka Brytania) i prof. P. Sourander (Szwecja) podsumowali wyniki prze-
prowadzonej wecezesniej wsrod czlonkéw Rady, reprezentujgcych poszezegédlne pan-
stwa, ankiety na ten temat.

Uczestnicy sesji mowili o sytuacji kadrowej, metodach szkolenia, statusie
prawnym neuropatologii jako specjalnosci oraz trudnosciach w naborze nowych
kadr i prowadzeniu badan neuropatologicznych w krajach, ktore reprezentowali.
Sytuacje neuropatologii w Polsce przedstawit prof. M. Mossakowski.
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W okresie przedwakacyjnym odbyly sie dwa posiedzenia Zarzadu Glowne-
go PTN.

Na posiedzeniu w dniu 27 maja 1978 omoéwiono sprawy organizacyjne, doty-
czace Polsko-Wegierskiej Konferencji Neuropatologicznej, ktéora ma sie odbyé
we wrzesniu 1979 w Krakowie oraz planowanego na maj 1980 r. Polsko-Nie-
mieckiego Sympozjum Neuropatologicznego w Berlinie.

Nastepnie wustalono plan pracy Zarzadu w obecnej kadencji. Przewiduje
on, ze:

— na comiesigcznych zebraniach Stowarzyszenia przedstawiane beda prace
doswiadczalne oraz kliniczno-morfologiczne, a dwa razy do roku odbywaé sie
beda sesje diagnostyczne. Konferencja ogélnokrajowa z udzialem gosci zagranicz-
nych planowana jest na rok 1981,

— kontynuowane beda starania o poprawe stanu diagnostyki neuropatologi-
cznej w skali krajowej, tzn. o tworzenie nowych placéwek neuropatologicznych,
rozwoéj kadry, powolanie specjalisty krajowego,

— organ Stowarzyszenia ,Neuropatologia Polska” powinien, zdaniem Zarzadu,
ukazywaé¢ sie¢ w calosci w jezykach kongresowych. Oddany do druku z inicjaty-
wy Stowarzyszenia pierwszy polski podrecznik neuropatologii wypelni dotkliwa
luke w dziedzinie dydaktyki neuropatologicznej,

— rozszerzana bedzie wspoéilpraca naukowa z Miedzynarodowyan Towarzy-
stwem Neuropatologii oraz systematycznie rozwijane beda formy wspoéipracy bi-
lateralnej z roéznymi towarzystwami krajowymi, glownie w formie wsp6lnych
sympozjow i konferencji naukowych.

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

Tematem dyskusji by! problem aktualnego statusu prawnego neuropatologii
jako specjalnosci w Polsce, ktoérego wlasciwe rozwiazanie stanowi istotny aspekt
konkretnych dziatan, zmierzajacych do rozwoju kadry neuropatologicznej w skali
krajowej. Prof. J. Dymecki przedstawil stanowisko Instytutu Psychoneurologicz-
nego w tej kwestii stwierdzajac, ze w styczniu 1977 r. opracowal dla Ministerstwa
Zdrowia i Opieki Spotecznej propozycje, ktora sprowadzata sie do umozliwie-
nia specjalistom I stopnia z neurologii, neurochirurgii i patomorfologii zdobycia
specjalizacji neuropatologicznej po zrealizowaniu programu szkolenia w dwu od-
rebnych wariantach (jeden dla neurologéw i neurcchirurgéw, drugi dla pato-
morfologow). Jednakze zalozenia tej propozycji nie zostaly uwzglednione w ro-
zeslanych przez Departament Szkolnictwa i Nauki MZiOS we wrzesniu 1877
projekcie nowych zasad uzyskiwania specjalizacji.

Prof. Kobuszewska-Farynowa, omawiajac wydarzenia zwigzane z nieuznaniem
przez MZiOS specjalizacji z zakresu neuropatologii kilku czionkéw SNP pomimo
zdanego przez nich w CMKP formalnego egzaminu, poparta projekt przedstawio-
ny przez Instytut Psychoneurologiczny i zaproponowata dalsze konsultacje z De-
partamentem Szkolnictwa i Nauki MZiOS w celu doprowadzenia do jego akcep-
tacji. Jej zdaniem konsultacje powinny objaé réwniez sprawe zapewnienia war-
sztatéw pracy i etatéow dla neuropatologow oraz sprawe uwzglednienia w od-
powiednich przepisach, stanowiska i zakresu kompetencji kierownika pracowni
neuropatologicznej.
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Po dyskusji Zarzad ustalil nastepujace wytyczne, precyzujace stanowisko Stowa-
rzyszenia wobec problemu statusu prawnego specjalizacji z neuropatologii:

,Wobec znacznego deficytu krajowej kadry neuropatologicznej konieczne jest
zniesienie administracyjnych barier, hamujacych naplyw mlodych adeptéow me-
dycyny, pragngcych poswieci¢ sie pracy w tej specjalnosci, przy zachowaniu sta-
lej troski o jakosciowo wysoki poziom ich wyszkolenia. Dlatego Zarzad akcep-
tujgc koncepcje jednoetapowosci specjalizacji neuropatologicznej postuluje, aby
specjalizacja I stopnia z neurologii, neurochirurgii lub patomorfologii uwzgled-
niana byla przy zaliczaniu stazu specjalizacyjnego. Celem zapewnienia wlasciwego
poziomu szkolenia Zarzad proponuje akceptacje programu przedstawionego przez
Instytut Psychoneurologiczny. Aby zapewni¢ prawidlowag realizacje programu
szkolenia, Zarzad postuluje utrzymanie stanowiska kierownika specjalizacji, a po-
nadto proponuje powolanie specjalisty krajowego z zakresu neuropatologii ze
éciSle sprecyzowanymi kompetencjami”.

Jerzy Dymecki
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Cena zl 25.—

WARUNKI PRENUMERATY

Cena prenumeraty krajowej:

pélrocznie — zt 50—
rocznie — zt 100.—

Prenumerate na kraj przyjmujg Oddzialy RSW ,Praca — Ksigzka — Ruch”
oraz urzedy pocztowe i doreczyciele — w terminach:
— do 25 listopada na styczen, 1 kwartal, I péilrocze roku nastepnego i na caly
rok nastepny,

— do dnia 10 miesigca, poprzedzajgcego okres prenumeraty, na pozostale okresy
roku biezacego.

Jednostki gospodarki uspolecznionej, instytucje i organizacje spoleczno-poli-
tyczne skladajg zaméwienie w miejscowych Oddzialach RSW ,Prasa — Ksigzka
— Ruch”.

Zaklady pracy i instytucje w miejscowo$ciach, w ktérych nie ma Oddzialow
RSW, oraz prenumeratorzy indywidualni zamawiajg prenumerate w urzedach
pocztowych lub u doreczycieli.

Prenumerate ze zleceniem wysy¥i za granice, ktéra jest o 50% drozsza od
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