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EFFECT OF CIRCULATORY HYPOXIA (ISCHEMIA) ON THE FINE
STRUCTURE OF BLOOD CAPILLARIES OF THE RABBIT CEREBRAL
CORTEX *)

Laboratory of Neuromorphology, Beritashvili Institute of Physiology, Georgian
Academy of Sciences, Thilisi, U.S.S.R.
Head of the Laboratory: dr. n. sci J. K. Svanidze

At present electron microscopy has considerably extended our know-
ledge of structural organization and functional significance of the com-
ponents of capillary wall. However, these problems have not yet been
studied thoroughly, especially that of capillary permeability which plays
an important role in the regulation of brain metabolism (Casley-Smith,
1969; Foroglou-Kerameos, Shakhlamov, 1971; Voitkevich, Dedov, 1972;
Shea, Bossert, 1973; Mohamed, 1975).

Endothelial cells take an active part in the transcapillary transport.
This is determined mainly by the motility of their surface, which mor-
phologically manifests itself as the micropinocytic activity of endothelial
cells. Though the role of micropinocytic vesicles is not yet fully under-
stood, direct relation of micropinocytosis to permeability processes is
beyond doubt according to the majority of investigators (Palade, Bruns,
1968; Shakhlamov, 1971; Karagonov, 1972; Shea, Bossert, 1973). The ba-
sement membrane and pericytes also play a certain role in the capilla-
ry permeability (Bogolepov, 1966; Karnovsky, 1967; Shakhlamov, 1971).

For the estimation of the role of endothelial cells, basement membra-
ne and pericytes in the mechanism of transcapillary exchange, it is ne-
cessary to investigate their ultrastructure in the normal, as well as in
different experimental conditions.

The present study is aimed at elucidating ultrastructural reactive
changes in the cerebral capillaries of adult rabbits during a short-term
deep ischemia produced by the method described by Mchedlishvili
(1973).

The investigation of this problem is of great interest since most of the
reported data (Bakay, Lee, 1968, 1972; McGee-Russell, et al., 1970; So-

*) Presented at the 2nd Symposium on Cerebral Ischemia, Tbilisi, September,
1—5, 1976.
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338 A. Sh. Tsitsishvili Nr 3

botka et al., 1973; Arsenio-Nunes et al., 1973), bear on the study of ul-
trastructural changes in the cerebral capillaries during more prolonged
hyroxia.

MATERIAL AND METHODS

Tke experiments were carried out with 12 unanesthetized rabbits. Is-
chemia in the cerechral cortex was produced by way of ligation of both
carotid arteries and lowering systemic arterial pressure level to about
25—30 mm Hg, when collateral blood flow to the cerebral hemispheres
through the vertebral arteries was sharply reduced *). Such a method
of producing ischemia controlled in respect of depth and duration was
described by Mchedlishvili (1973). Three, 7 and 15 minutes after the
onset of ischemia the brain was fixed by perfusion with 2.5% solution
of glutaraldehyde in a phosphate buffer at pH 7.4 through the carotid
artery with the help of the arterial pressure compensator. Control and
experimental rabbits were treated likewise (operation, fixation).

Small pieces from the frontal, occipital and parietal regions of the
cortex were postfixed in fresh 2% osmium tetroxide in phosphate buffer
for 2—3 h. The blocks were dehydrated in graded ethanol and embedded
in Araldite. Fine sections of the brain were studied under electron mi-
croscoge JEM 100 C.

Quantitative analysis was performed. The thickness of the endothelial
cells and the basement membrane were measured and the number of
pinocytic vesicles in the cytoplasm of endothelial cells was counted. The
thickness of endothelial cells and the basement membrane in every
microphotograph was measured in the randomly selected regions sepa-
rated from each other by about 10 wm. The means of the data were
calculated. For the determination of the number of pinocytic vesicles
per 100 um? section of endothelial cell, the number of pinocytic vesicles
in the endothelial cell was counted and the obtained value was divided
by the area of this cell. For the determination of the area of the section
of endothelial cell square lattice of lines (d = 5 mm) was used (Wei-
bel, 1969). Measurements for each experiment were made on 60 positi-
ve electron micrographs, the final magnification of which equalled to
60 000. All the quantitative data were processed statistically Arithme-
tic mean and mean error were obtained. Validity of the data obtained
was checked by Student’s t-test.

*) The experiments were carried out by M. N. Varazishvili in the Laboratory
of Physiology and Pathology of the Cerebral Blocd Circulation.
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Nr 3 Blood capillaries in cerebral ischemia 339

RESULTS AND DISCUSSION

The ultrastructure of the cerebral capillaries in the normal rabbit do-
es not in fact differ from that of other mammals (Bogolepov, 1966; Bo-
lietti, Teoni, 1966; Lierse, 1968; Mikeladze, 1968). The capillaries of the
cerebral cortex are characterized by the presence of dense endothe-
lium, distinct basement membrane and the absence of pericapillary
connective tissue. Their outer surfaces are coated with glial cell pro-
cesses disposed between the capillaries and nerve cells.
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Fig. 1. Mean values of thickness of endothelial cells in the control and after 3,
7 and 15 min ischemia. Ordinate: thickness of endothelial cells in um.
Ryc. 1. Srednie wartosci grubosci komoérek srédbtonka w kontroli oraz po 3, 7
i 15 min niedokrwienia. O$ rzednych — grubo$¢ komoérek w um.

Fig. 3. Mean values of the number of pinocytic vesicles in the control and af-
ter 3, 7 and 15-min ischemia. Ordinate: the number of pinocytic vesicles per
100 pm? cytoplasm.

Ryc. 3. Srednie wartosci liczby pecherzyk6éw pinocytarnych w kontroli- oraz« po
3, 7 i 15 min niedokrwienia. O§ rzednych — ilo§¢ pecherzykéw pinocytarnych
w 100 wm? cytoplazmy.

The endothelial layer is formed by flattened adjacent cells, connected

by desmosomes. The mean value of thickness of endothelial. cells of the
control rabbits equals to 1.50 = 0.06 um (p < 0.001) (Fig. 1). The sur-
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face of the endothelial cells facing the lumen of the capillary commonly
has uneven contours and forms cytoplasmic filaments of various sizes.
The surface facing the basal membrane is almost smooth. In the cyto-
plasm of endothelial cells, the Golgi complex, granular and smooth en-
doplasmic reticulum, mitochondria and ribosomes are observed (Fig. 2).
Pinocytic vesicles which are the most characteristic submicroscopic
component of the cytoplasm of endothelial cells are encountered almost
everywhere in the cytoplasm. The number of pinocytic vesicles per
100 um? of the cytoplasm of endothelial cells in the control rabbits
equals to 41 = 1.6 (p < 0.001) (Fig. 3).

Each endothelial cell has an oval or rounded nucleus. The chromatin
is evenly distributed in the karyoplasm. The endothelial cells of the
cerebral capillaries are always separated from the outside by a base-
ment membrane divided into three layers: medium osmiophilic and two
adjacent osmiophobic layers.

The thickness of the basement membrane of capillaries in control
rabbit equals on an average to 0.66 = 0.01 um (p < 0.001) (Fig. 4). Peri-
cytes are encountered outside the endothelial cells. They are conspi-
cuous and always bordered by branches of the basal membrane. The ul-
trastructure of pericytes is similar to that of the endothelial cells
(Fig. 2).

After 3-min ischemia endothelial cells are thickened and single mi-
crovilles are protruding to the lumen of the capillaries. The mean value
of thickness of endothelial cells equals to 2.66 +* 0.09 um (p < 0.001)
(Fig. 1). In some parts the inner plasmolemma is projected into the lu-
men of the capillary (Fig. 5). In the cytoplasm of endothelial cells the
number of pinocytic vesicles and ribosomes, both free and bound, is
decreased. After 3-min ischemia the number of pinocytic vesicles per
100 um? cytoplasm equals to 22 + 1.1 (p < 0.001) (Fig. 3), i.e. their num-
ber is decreased almost twice as compared with the control material.

The mitochondria undergo severe changes; the cristae are destructed,
the matrix is electron lucent. Though, in the same cells almost unchan-
ged mitochondria are also encountered. The components of endoplasmic
reticulum and the Golgi complex are widened (Fig. 5).

The nuclei of endothelial cells acquire uneven shape. Chromatin is
more or less moderately aggregated near nuclear envelope. In the peri-
nuclear region of cytoplasm free ribosomes are accumulated. All these
changes are of different extent in different endothelial cells.

The basement membrane of the capillaries after 3-min ischemia re-
mains unchanged (Fig. 5) and its thickness equals to 0.66 * 0.01 um
(p < 0.001) (Fig. 4).
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Fig. 2. Capillary wall in a control animal. N — nucleus of endothelial cell,
N; — nucleus of pericyte, GA — Golgi complex, BM — basement membrane,
M — mitochondria, ER — endoplasmic reticulum. X 20 000.

Ryc. 2. Sciana naczynia wlosowatego zwierzecia kontrolnego. N — jadro ko-

morki §$réodblonka, Ny — jadro pericytu, GA — aparat Golgiego, BM — blona
podstawna, M — mitochondria, ER — siatka $rédplazmatyczna. Pow. 20.000 X.
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342 A. Sh. Tsitsishvili Nr 3

In the cytoplasm of pericytes the number of free ribosomes and pi-
nocytic vesicles increases noticeably. The number of mitochondria, some
of which undergo the above mentioned changes, also increases. Cisterns
of endoplasmic reticulum and components of the Golgi complex are
considerably widened. Nuclei of pericytes, like those of endothelial
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Fig. 4. Mean values of thickness of the basement membrane in the control and
after 3, 7 and 15-min ischemia. Ordinate: thickness of basement membrane

in pm.
Ryc. 4. Srednie wartosci grubosci blony padstawnej kontroli oraz po 3, 7 i 15 min
niedokrwienia. O$§ rzednych — grubo$é¢ blony podstawnej w um.

cells acquire uneven contours. In pericytes there is a considerable rise
in the number and size of lysosomes. They are dispersed or accumu-
lated in various regions of the cytoplasm.

After 7-min ischemia ultrastructural changes in the cerebral capilla-
ries are even more prorounced except for the thickness of endothelial
cells, which is less than after 3-min ischemia. The mean thickness of
endothelial cells after 7-min ischemia equals to 2.33 * 0.08 wm
(p < 0.001) (Fig. 1). Large vacuoles appear in the cytoplasm of endo-
thelial cells (Fig. 6). In some cells almost all the mitochondria are chan-
ged. The destruction is more pronounced and there is an increase in the
volume due to swelling. Seven-min after the onset of ischemia. widening
of cisterns and channels of endoplasmic reticulum is observed. The com-
ponents of the Golgi complex are also widened. The number of pino-
cytic vesicles is decreased almost twice. They are mostly localized at
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Fig. 5. Capillary wall. Three-min ischemia. See descriptions in Fig. 2. X 60 000.
Ryc. 5. Sciana naczynia wlosowatego. Niedokrwienie 3-min. Oznaczenia jak na
ryc. 2. Pow. 60.000 X.
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the basal surface of the endothelial cell (Figs. 6, 7). The number of pi-
nocytic vesicles per 100 um? cytoplasm of endothelial cells during 7 min
ischemia equals, on an average, to 18 + 1.1 (p < 0.001) (Fig. 3). Besi-
des the changed cells, endothelial cells with no or slight alterations are
also observed. Owing to invaginations nuclei of endothelial cells acquire
uneven contours.

The basement membrane in some places is thickened and swollen,
while in others it becomes denser and thinner (Fig. 6). The mean thick-
ness of the besement membrane equals to 1.00 * 0.01 um (p < 0.001)
{Fig. 4). In the pericytes the same changes are observed as after 3-min
ischemia.

After 15-min ischemia ultrastructural changes in endothelial cells
continue to progress. Cells are more thickened than after 3 or 7-min is-
chemia — their mean thickness equals to 2.83 * 0.12 um (p < 0.001)
(Fig. 1). The number of pinocytic vesicles per 100 um? of cytoplasm de-
creases on an gverage to 11 + 0.4 (Fig. 3). In some cases cisterns of
endoplasmic reticulum are enlarged. The degres of changes of endo-
plasmic reticulum varies. The mitochondria undergo evident changes.
Myelin-like structures, sometimes observed in the cytoplasm of endo-
thelial cells, may serve as an example of destructive changes in the
mitochondria. Such structures in the matrix of mitochondria have been
described by other authors in neurons and endcthelial cells as well (Bo-
golepov, 1971; Shakhlamov, 1971). It is worth noticing that ultrastrue--
tural changes in endothelial cells observed after 15-min ischemia are
more polymorphic in nature than after 3 or 7-min ischemia. Nuclei oi
endothelial cells acquire uneven contours, chromatin aggregates on the
internal membrane of the nuclear envelope.

The changes of the basement membrane are of polymorphic nature
as well. In some places the membrane is laminated, thickened and swo-
llen, while in others it is changed only slightly (Fig. 7). The mean
thickness of the basement membrane after 15-min ischemia equals to
1.00 £ 0.01 um (p < 0.001) (Fig. 4). The thickness of the basement mem-
brane of the cerebral capillaries is different than normal — this abnor-
mality has been also shown to accompany other diseases of the brain
(Struck, Wimbach, 1964; Donahue et al., 1967; Shea, Bossert, 1973; Pe-
trov, 1975). The changes of the thickness and structure in the basement
membrane of the cerebral capillaries may be considered as an indirect
evidence of changes of its permeability. After 15-min ischemia the sa-
me changes in pericytes are observed as after 3, and 7-min ischemia.

Thus, in short-lasting deep circulatory hypoxia a marked reaction of
all the components of the cortical capillary wall becomes apparent. This
is expressed by the above-described ultrastructural abnormalities con-
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Fig. 6. Capillary wall. Seven-min ischemia. V — vacuoles, PP — pericytic pro-
cesses. The arrows point to pinocytic vesicles, the other descriptions as in Fig. 2.
X 60 000.

Ryc. 6. Sciana naczynia wlosowatego. Niedokrwienie 7-min. V — wakuole, PP —

wypustki pericytow. Strzatki wskazuja pecherzyki pinocytarne, pozostale ozna-
czenia jak na ryc. 2. Pow. 60.000 X.
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Fig. 7. Capillary wall. Fifteen-min ischemia. For descriptions see Fig. 2. X 75000.
Ryc. 7. Sciana naczynia wlosowatego. Niedokrwienie 15-min. Oznaczenia jak na
ryc. 2. Pow. 75.000 X.

http://rcin.org.pl :
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lJ 8. Capillary wall. Fifteen-min ischemia. L. — lysosomes, the other descnpmons
as in Fig. 2. X 60 000.
Ryc. 8. Sciana naczynia wlosowatego.” Niedockrwienie 15-min. L. — lizosomy, in-

ne oznaczenia jak na‘ryc. 2. Pow. 60.000 X.
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sisting in the thickening of the endothelial cells, reduction of the num-
ber of pinocytic vesicles and thickening of the basement membrane.
However, it should be emphasized that while the number of pinocytic
vesicles and the thickness of the basement membrane are changing pro-
portionally to the duration of ischemia, the alterations in thickness of
endothelial cells do not show such a direct relationship. The results of
the investigation have shown that in the same experimental conditions
pericytes and endothelial cells react differently. The increase of the
number of lysosomes (Fig. 8) shows that in certain conditions pericytes
may exhibit phagocytic activity. This phenomenon has been reported
by some other authors (Maxwell, Gruger, 1965; Hager, 1968; Lierse,
1968; Mori, Leblond, 1969).

It may be concluded that the decrease of the number of pinocytic
vesicles and ribosomes, a considerable destruction of the mitochondria,
the widening of profiles of endoplasmic reticulum and the Golgi com-
plex components in the cytoplasm of endothelial cells, the lamination
and thickening of the basement membrane, all may indicate changes
in the metabolic activity and disturbances of the capillary permeability
during ischemia of a very short duration.

Acknowledgement: The author is indebted to M. N. Varazishvili, Laboratory
of Physiology and Pathology of the Cerebral Circulation for carrying out the ex-
periments on cerebral ischemia in rabbits, and to Miss Ninell Skhirtladze for her
help in the preparation of the manuscript.

A. Sh. Tsitsishvili

WPLYW NIEDOTLENIENIA KRAZENIOWEGO (NIEDOKRWIENIA)
NA ULTRASTRUKTURE NACZYN WELOSOWATYCH KORY MOZGU

Streszczenie

Badano ultrastrukture naczyn wlosowatych kory moézgu dorostych kroélikéw po
niedokrwieniu 3, 7 i 15-minutowym. Wykazano, ze po niedokrwieniu 3-min w cy-
toplazmie komérek $rédblonka zmniejsza sie ilo§¢ pecherzykéw pinocytarnych
i rybosomo6w. Cysterny siatki sSrodplazmatycznej i aparatu Golgiego ulegaja po-
szerzeniu. Obok znacznej ilo$ci mitochondriow z prawie caltkowicie zniszczony-
mi grzebieniami i jasng macierzg, stwierdza sie wystepowanie mitochondriow
prawie niezmienionych. Jgdra komorek $rodblonka przybieraja nieprawidiowsg
forme, chromatyna zbija sie przy wewnetrznej blonie otoczki jadrowej. Po
7- i 15-min niedokrwieniu zmiany w komoérkach s$rédblonka narastaja. Blona
podstawna maczyn wilosowatych po niedokrwieniu trwajacym 3 i 7 minut pozo-
staje niezmieniona, po 15-min ulega rozwarstwieniu i pogrubieniu, chociaz nie
dotyczy to wszystkich naczyn. W cytoplazmie pericytow, we wszystkich bada-
nych okresach niedokrwienia, zwieksza sie ilos¢ mitochondriéw. Szczegbdlnie cha-
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rakterystyczne dla pericytow jest zwiekszenie ilosci i wielkosci lizosoméw. Ob-
serwowane zmiany elementéw S$cian naczyn wlosowatych po niedokrwieniu
wskazujg na zmiany ich przepuszczalnosci.

A. II. IIyupmuBuin

BJIMAHUE IUPKYJATOPHOM TUIIOKCUU (MILIEMUM) HA TOHKVYIO
CTPYKTYPY KAIIUJIJIAPOB KOPBI 'OJJOBHOT'O MO3TA

Pe3wome

U3yyena yJbTPACTPYKTypa KalWJISAPOB KOPHI TOJIOBHOTO MO3ra B3POCIBIX KpO-
auKoB npu 3, 7 m 15-MMHYTHOM wuiueMun. Pe3yiabTaThl MCCIEAOBAHUA ITOKA3ajw,
4TO 4Yepe3 3 MuH. IOCJIle Hayajla MIIeMuyu B LUTOIIa3Me SHAOTEeIMAJbHbIX KJETOK
YMEHBbIIAeTCAd YMCI0 MMHOLMTO3HBIX ITy3bIPHKOB U pubocoMm. PacliMpAOTCA LIMCTePHBI
9HJOMJIa3MaTHU4YeCKoil ceT U Komrmuiekca Ioanbaxu. Hapaay ¢ Ooabmmm  4ucaoMm
MUTOXOHJIPMI C IIOYTH IIOJHOCTBIO Pa3pyLUEHHBIMM KDPMUCTaMM M ITPOCBETIEHHBIM
MaTPUKCOM, OTMEYalOTCA IIOYTM HEeU3MeHEHHble MUTOXOHJApuM. fapa 9HAOTeIMAlb-
HBIX KJETOK IpuobperarT HenpaBMIbHYI0 (OPMYy, XPOMATMH arperupyercsa y BHY-
TpeHHe) MeMOpaHbl AfepHOM 06omouky. Yepe3d 7 u 15 MuH. IOCjIe Havaja MILIEMUN
U3MEeHeHMsA B 9SHAOTeJMAJIbHBIX KJIeTKaX HapacralT. BazanpHasa MemOpanHa Kami-
JSAPOB mpyu 3 M 7 MMHYTHOM MIIeMuy OCTaBaJlaCh HEM3MEHEeHHOJ, a Ipu 15 MMHYTHOM
MIIeMuy paccilauBajlachk M yToJilajlach, IIPMYeM TaKue WU3MEHEeHMA XapaKTepHbI
He JJdA BCeX KammlIApoB. B muroniazMe mnepuuuTOB IIPM BCEX CPOKax MILIEeMUM
yBeJIn4YMBaeTCa KOJIMYECTBO MUTOXOHAPMIL. OcobeHHO XapaKTepPHbIM MAJs NePULUTOB
ABJAETCA yBeJIMYeHMe KOJMYEeCTBa ¥ pPa3MepoB Jamu30coM. IlepeumciieHHble M3MeEHe-
HUA B KOMIIOHEHTaxX KallMJJIAPHOM CTEeHKM IIPY MIIeMMM yKasblBalOT HA M3MEHEeHUsA
UX ITPOHUIAEeMOCTH.
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Academy of Sciences, Thilisi, USSR
Head of the Laboratory: dr. n. sci J. K. Svanidze

Normal functioning of the central nervous system (CNS) depends on
adequate blood supply to the brain, disturbances of which may lead
to the development of structural and functional changes, which in cer-
tain conditions, may develop into a pathologic process. Therefore, one
of the important topics of the current neurology is to elucidate those
morphological, biochemical and physiological alterations that evolve in
the nerve and glial cells under various experimental conditions, resul-
ting in the disturbance of metabolic processes in the nerve tissue and
its function. Of particular interest is the problem of the reaction of the
nervous system during circulatory hypoxia (ischemia), when there is
a deficit of oxygen and other substances required for a normal function
of the brain, as well as an impairment of the transport of metabolites
from tissue to blood.

It has recently been demonstrated that during circulatory hypoxia
produced by the Mchedlishvili’s method (1973) pronounced structural
and functional changes develop in the CNS of rabbits. Thus, for in-
stance, ischemia of 15 min duration causes a reduction in the content
of biogenic amines in the nerve tissue (Chikvaidze, Melitauri, 1974), drop
in the glycogen level (Sikorska, Smialtek, 1974), diverse changes in the
RNA content in the neurons and their satellites (Svanidze, Museridze,
1974) and a decrease of the relative content of polyribosomes (Albrecht,
1974) etc. It has also been shown that during even a 3 min ischemia
there occurs fading and in 15 min ischemia, a complete abolishment of
dendritic potentials and slow negative potentials (Roitbak, Labakhua,
1974).

In order to elucidate the mechanisms of the above described complex

*) Presented at the 2nd Symposium on Cerebral Ischemia, Tbilisi, September,
1—5, 1976.
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processes occurring in the brain during deep ischemia it is necessary to
explore these ultrastructural changes in the nerve and glial elements
which results from similar experimental procedure. The present investi-
gation aimed at elucidating the reactive changes in the neurons and
synapses of the rabbit’s cerebral cortex during short-lasting deep is-
chemia produced by the method of Mchedlishvili (1973). Interest in this
investigation was also due to the fact that most of the reported data
had been derived from the studies of ultrastructural changes in the
CNS during longer lasting hypoxia (from 30 min to a few days) (Bakay,
Lee, 1968; McGee-Russel et al.,, 1970; Bogolepov, 1972; Bogolepov et al.,
1972; Yu et al., 1972; Arsenio-Nunes et al., 1973; Smirnov, 1974).

MATERIAL AND METHODS

The ultrastructural changes occurring in the neurons and synapses
of temporal, occipital and parietal areas of the cortex during 3, 7 and
15 min deep circulatory hypoxia were studied *). Ischemia was produced
by ligating the carotid arteries and by decreasing the systemic arterial
pressure to 25—30 mm Hg. As controls served analogous regions of the
cerebral cortex of sham operated animals without ligation of the carotid
arteries and the lowering of blood pressure. The experimental method
was described elsewhere (Mchedlishvili, 1973).

The experimental (3, 7 and 15 min after the ligation of the carotid ar-
teries and fall of blood pressure) and control rabbits were perfused with
a 2.5% solution of phosphate buffered glutaraldehyde at pH 7.4 (Karls-
son, Schultz, 1965). Samples of the brain were then immersed in a 2%
solution of osmium tetraoxide for 2 — 3 h. After the dehydration the
material was-embedded in Araldite. Fine sections of 40—60 nm thick-
ness were stained with lead citrate (Reynolds, 1963) and examined in
the JEM-100C electron microscope.

RESULTS

Before starting with the description of the experimental data we like
to point out the following: 1) Since no regional differences in the fine
structure of neurons and synapses were present within the respective
groups of animals, we have restricted ourselves to a general description;
2) Our observations have shown that, the structural organization of neu-
rons and interneuronal contacts in the areas in question does not differ
in the control and intact rabbits. No marked differences were found
either in the ultrastructure of neurons and synapses of the cerebral

*) The experiments were carried out in the Laboratory of Physiology and
Pathology of the Cerebral Circulation at the Institute of Physiology of the
Georgian Academy of Sciences.
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cortex in rabbits and other mammals. Considering the above observa-
tions and the fact that the fine structure of neurons and synapses of the
cerebral hemispheres in rabbits, rats, cats and other mammals has com-
prehensively enough been discussed in the literature (Palay, 1956; Gray,
1959; Van der Loos, 1963; Mikeladze, 1965; Colonnier, 1968; King, 19683;
Peters, Kaiserman-Abramoff, 1969, 1970; Jones, Powell, 1970; Lund,
Lund, 1970; Peters et al.,, 1970; Garey, 1971; Peters, 1971; Artyukhina,
Ryabinina, 1972; Kaiserman-Abramoff, Peters, 1972; Bogolepov, 1975;
Kiknadze, L azriev, 1975; Lazriev, Kiknadze, 1975) we decided not to
focus on the description of control material but only to illustrate the
neuropil of the cerebral cortex from the control rabbit (Fig. 1).

After a 3 min ischemia, a few mitochondria in the perikarya (Fig. 2)
and processes of nerve cells were swollen. The swelling was manifested
by a diminished electron density of matrix and a slight reduction in the
number of cristae, while the integrity of their external and internal
membranes was not affected. The other structural components of the
neurons and synapses remained practically unaltered as was the width
of intercellular space.

Seven min ischemia resulted in discernable structural alterations in
the cortex. The character of the changes varied in different areas stu-
died. In particular, in some regions of the tissue there occurred shrin-
kage and a slight rise in the density in almost all components (except
for the endothelial cells, pericytes and the basal membrane of the ca-
pillaries). As a rule, in such regions the intercellular clefts were wide-
ned (Figs 8, 9) and there one could see the most pronounced changes
of the nerve cells and interneuronal contacts. Adjacent to these foci
there were regions with no changes in either the density of particular
structures or the width of intercellular clefts. In these areas most of the
tissue components retained normal structure. Moreover, in some regions
swelling of the perikarya and processes of astrocytes was observed. The
swelling was detected in the areas with widened or unchanged inter-
cellular clefts.

After a 7 min ischemia a more abrupt swelling of mitochondria occur-
red as compared to 3 min ischemia. The matrix of some mitochondria
became lucent, while that of others was filled with amorphous osmio-
philic material (Fig. 7). Only a part of the mitochondria were subject to
such changes. Changes after 7 min ischemia involved only some neurons.
More pronounced reaction was observed in the nuclei. Chromatin was
aggregated in clumps and disposed on the periphery. Polymorphic va-
cuoles confined by the membrane, appeared in the karyoplasm (Figs 3,
4, 5). Nuclear envelope formed more numerous and deeper invaginations
than in the neurons of the control animals (Figs 3, 4).

Neuropatologia Polska — 2
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Fig. 1. The area of neuropil of the cerebral cortex in a control animal, D —-
dendrite, PR — presynaptic terminal. Active zones of synapses indicated by
arrows. X 48 000.

Rye. 1. Neuropil kory moézgu zwierzecia kontrolnego. D — dendryt, PR — zakon-
czenie presynaptyczne. Strzatki wskazujg aktywne strefy synaps. Pow. 48.000 X.
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Fig. 2. Three-min ischemia. Fragment of cortical pyramidal cell. M — swollen
mitochondia, ER -— widened channels of endoplasmic reticulum. X 25 000.

Ryc. 2. Niedokrwienie 3-min. Fragment piramidowej komorki kory. M —
obrzmiale mitochondria, ER — poszerzone kanaly siatki $rédplazmatycznej. Pow.
25.000 X.

Frequently the invaginations of the nuclear envelope attained such
sizes that in some cases, an impression was gained of the existence of
binuclear neurons. In all the invaginated sites of the cytoplasm there
was an abundance of free ribosomes and one often encountered profiles
of the granular endoplasmic reticulum whose membranes were directly
associated with the external membrane of the nuclear envelope.

In some neurons conspicuous hypertrophic changes were seen in the
Golgi complex (Figs 5, 6) with grequent accumulation in its vicinity of
a large number of lysosomes and dense bodies. As in the other struc-
tural components of the nerve tissue, in the neurons some mitochondria
were swollen, the matrix was lucent and the cristae disappeared. In
contradistinction to other cytoplasmic organelles, the profiles of the
endoplasmic reticulum did not undergo noticeable changes during ische-
mia. It should be pointed out that in some neurons there were regions
of cytoplasm where ribosomes were lacking. The same regions included
the largest number of swollen mitochondria.
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Fig. 3. Seven-min ischemia. Fragment of cortical neuron. Polymorphic vascuoles

(indicated by arrows) in the karyoplasm. ER — endoplasmic reticulum. X 39 000.

Ryc. 3. Niedokrwienie 7-min. Fragment neuronu kory. Strzatki wskazujg poli-

morficzne wakuole w Kkarioplazmie. ER — siatka $rédplazmatyczna. Pow.
39.000 X.

The most striking reaction during a 7 min ischemia was observed in
synapses. The changes in the presynaptic terminals were more nume-
rous than in other components of synapses. They consisted of: a) swel-
ling of mitochondria and reduction of their cristae (Fig. 7). b) appea-
rance of a great variability of sizes of the synaptic vesicles (Figs. 8, 9).
¢) reduction of the number of synaptic vesicles and in some boutons
their complete disappearance (Figs. 8, 9). d) aggregation and adhesion
of synaptic vesicles and dislocation of such structures from the active
zone of synapse (Figs. 8, 9). Similar changes in the presynaptic termi-
nals were also observed in other conditions of hypoxia, as well as in
different posthypoxic periods (Williams, Grossman, 1970; Bogolepov,
1972; Yu et al., 1972).

In the postsynaptic dendrites and spines, apart from the changed mi-
tochondria, there appeared some polymorphic vacuoles. Besides the
changes described above, in the majority of the altered synapses the
layer of dense substance associated with the pre- and postsynaptic mem-
branes was enlarged.

http://rcin.org.pl



Nr 3 Neurons in cerebral ischemia 387

Fig. 4. Seven-min ischemia. Fragment of a cortical piramidal neron. Nucler
envelope forms deep invaginations. Clumps of chromatin (indicated by arrows)
on the periphery of the nucleus. ER — endoplasmic reticulum. X 27000.

Ryc. 4. Niedokrwienie 7-min. Fragment neuronu piramidcwego kory. Otoczka ja-
drowa tworzy glebckie wglobienia. Skupienia chromatyny (strzatki) na obwo-
dzie jgdra. ER — siatka $rodplazmatyczna. Pow. 27.000 X.
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Fig. 5. Seven-min ischemia. Fragment of a cortical pyramidal cell. Hypertro-
phy of the Golgi complex (G). Swollen mitochondria (M). X 39 000.

Ryc. 5. Niedokrwienie 7-min. Fragment komérki piramidowej kory. Przerost
aparatu Golgiego (G). Obrzmiate mitochondria (M). Pow. 39.000 X.
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Fig. 7. Seven-min ischemia. Fragment of the cortical neuropil. Swollen mito-
chondria (M) in axonal terminals. Widened extracellular clefts (arrows). X 45 000.

Ryc. 7. Niedokrwienie 7-min. Fragment neuropilu kory. Obrzmiale mitochondria
(M) w zakonczeniach aksonalnych. Poszerzone szczeliny pozakomoérkowe (strzai-
ki). Pow. 45.000 X

The synapses with the above listed alterations were frequently ob-
served in the foci with widened intercellular space. However, here as
well as in other regions, neuropil contacts were frequently encountered.

Fig. 6. Seven-min ischemia. Fragment of a cortical pyramidal neuron. In the
vicinity of the hypertrophied Golgi complex (G) numerous lysosomes (L).
X 42000,

Ryc. 6. Niedokrwienie 7-min. Fragment neuronu piramidowego kory. W sgsiedz-
twie przeros$nietego aparatu Golgiego (G) liczne lizosomy (L). Pow. 42,000 X.
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Fig. 8. Seven-min ischemia. Fragment of the cortical neuropil. In some presy-

naptic terminals (P;) reduced number of the synaptic vesicles. In others (Py),

their translocation from the active zone, while in others (P3) polymorphic sy-

naptic vesicles are present. Widening of postsynaptic density in a dendrite (D).
Sp — dendritic spine. X 45 000.

Ryc. 8. Niedokrwienie 7-min. Fragment neuropilu kory. W niektérych zakoncze-

niach presynaptycznych (P;) zmniejszona ilo§¢ pecherzykéw synaptycznych. W in-

nych (P,;) przemieszczenie pecherzykéw ze strefy aktywnej oraz (P;) wystepowanie

pecherzykow polimorficznych. Poszerzenie zageszczenia postsynaptycznego w den-
drycie (D). Sp — kolec dendrytu. Pow. 45.000 X.

Their structure did not differ from that of synapses in the control ani-
mals.

After 15 min as well as 7 min ischemia, in the neurons, synapses and
neuroglial cells of the cortical areas studied there was a pronounced
diversity of structural changes. Here, alongside with the regions of nerve
tissue where almost all the structural components were changed, sites
were also encountered where the reaction was weaker. In others the
main mass of profiles maintained a normal ultrastructure.

After 15 min ischemia, in the neuronal bodies.and synapses, largely
the same changes were observed as after 7 min ischemia (Figs. 10, 11,
12). The only difference was that the alterations were more striking and
frequent. For example, in some regions the extracellular space was wi-
dened and the shrinkage of different structures was so striking that the
density of the matrix markedly increased (Figs. 10, 12). It is worth
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Fig. 9. Seven-min ischemia. Fragment of the cortical neuropil. Decreased number

cf the synaptic vesicles in the presynaptic terminals (P;, Ps). Polymorphic synap-

tic vesicles in other terminal (P;). Enlargement of the postsynaptic density in den-
drites (D;y and D,). Enlargement of the extracellular clefts (arrows). X 39 000.

Ryc. 9. Niedokrwienie 7-min. Fragment neuropilu kory. Zmniejszona ilo$¢ peche-

rzykow synaptycznych w zakonczeniach presynaptycznych (P, Pz). W innym za-

konczeniu (P;) pecherzyki polimorficzne. Poszerzenie zageszczenia postsynaptycz-

nego w dendrytach (D; i D,). Poszerzenie szczelin pozakomorkowych (strzalki).
Pow. 39.000 X.

mentioning that, as distinguished from 7 min ischemia, 15 min after
ligation and the lowering of arterial pressure, in some altered neurons,
cisterns and of channels endoplasmic reticulum were widened. In the
majority of cases such profiles were located in the peripheral regions
of the cytoplasm (Fig. 12).

DISCUSSION

It appears from the present investigation that, during a short-lasting
circulatory hypoxia produced by the method of Mchedlishvili (1973) con-
siderable ultrastructural alterations develop in the neurons and synap-
ses of the temporal, occipital and parietal areas of the cerebral hemis-
pheres. When the results obtained by us are compared with those re-
ported by other authors (McGee-Russell et al,, 1970; Bogolepov et al.,
1972; Yu et al, 1972), it becomes obvious that during circulatory hy-
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poxia the changes in the nerve tissue are more pronounced and their
onset is considerably earlier than during hypoxic hypoxia. This is un-
doubtedly due to the fact that ischemia leads not only to oxygen deficit,
but also to shortage of some other substances required for the normal
functioning of the brain and to disturbances of the recurrent transport
of metabolites from tissue to blood.

Especially noteworthy is the fact that the structural alterations occur-
ring in the cortical areas examined during a short-term ischemia have
a focal character. Namely, in some regions of the tissue all the structu-
ral components are subject to considerable changes, in others these
changes are less marked, while in some the tissue retains an almost
normal structure. All these regions are adjacent and are in general of
small sizes. Moreover, the most obvious alterations in the ultrastructure
of neurons and synapses occur in the regions where the structure of the
capillary wall appears changed. Elucidation of the mechanisms under-
lying this phenomeiicn is beset with considerable difficulties. It may
be only inferred that this phenomenon is a consequence of non-similarity
of branching of the capillary network in different regions of the tissue
that in turn, is aggravated by a significant reduction of blood flow in
ischemia. The possibility cannot be ruled out that particular neurons or
even their groups differ in their susceptibility to the disruption of a nor-
mal blood supply.

As has been pointed out above, during ischemia the intercellular clefts
are widened in some areas of the cerebral hemispheres, while in others
the bodies and processes of astrocytes are swollen. It should be empha-
sized that the longer the duration of hypoxia the more pronounced are
the above events. The accumulation of tissue fluid during long-term
hypoxia (from 3 to 5 h) has been indicated by other authors (Bakay,
Lee, 1968). We are as yet unaware of what accounts for the conside-
rable enlargement of the extracellular space during ischemia. It may

Fig. 10. Fifteen-min ischemia. Fragment of cortical neuropil with a considerable
widening of extracellular clefts. Increased density of the all the structural tissue
components. X 33 000.

Ryc. 10. Niedokrwienie 15-min. Fragment neuropilu kory ze znacznym poszerze-
rzeniem szczelin pozakomorkowych. Wzrost gestosci wszystkich strukturalnych
skltadnikow tkankowych. Pow. 33.000 X.

Fig. 11. Fifteen-min ischemia. Fragment of the cortical neuropil with widened
extracellular clefts. In some presynaptic terminals (P;) there are no synaptic
vesicles, in other (P;) polymorphic synaptic vesicles are present. X 53 000.
Ryc. 11. Niedokrwienie 15-min. Fragment neuropilu kory z poszerzonymi szczeli-
nami pozakomoérkowymi. Niektére zakonczenia presynaptyczne (P;) nie zawieraja
pecherzykdéw synaptycznych, w innych (P;) wystepuja pecherzyki polimorficzne.
Pow. 53.000 X.
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Fig. 12. Fifteen-min ischemia. Severily changed pyramidal neuron. Increased den-
sity of the matrix of the nucleus and cytoplasm. Swollen mitochondria (M). The
cisterns of the endoplasmic reticulum (ER) are widened at some places. In some
regions of cytoplasm the ribosomes are absent, nuclear membrane forms deep in-
vaginations. Widened extracellular clefts in the surrounding neuropil. X 20 000.
Ryc. 12. Niedokrwienie 15-min. Znacznie zmieniony neuron piramidowy. Zwiekszo-
na gesto$¢ macierzy jadra i cytoplazmy. Obrzmiale mitochondria (M). Cysterny siat-
ki $rédplazmatycznej (ER) odcinkowo poszerzone. Niektére obszary cytoplazmy
pozbawione rybosoméw. Glebokie wglobienia blony jadrowej. Poszerzone szczeliny
pozakomoérkowe w otaczajacym neuropilu. Pow. 20.000 X.
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be only pointed out that according to Mchedlishvili et al. (1974), during
ischemia a variation of ionic content of the extracellular liquid occurs,
in particular, pH and pK decrease while pNa increases. Apart from the
growth of the volume of extracellular space and swelling of astrocytes
during ischemia, in the blood capillaries of the same experimental ani-
mals thickness of the basal membrane increases in proportion to the du-
ration of ischemia (Tsitsishvili, 1979). The membrane is lucent and in
some cases laminated. On the other hand, it has been reported that
brain edema is accompanied by swelling of astrocytes, widening of in-
tercellular clefts, rise in the number of pinocytic vesicles in the endo-
thelial cells of capillaries, and widening and lucidity of the basal mem-
grane (Torack et al., 1959; Gonatas et al.,, 1963; Hirano et al., 1964, 1965,
Bakay, Lee, 1965). The foregoing undoubtedly indicates that in our
experiments favourable conditions are created in the cerebral hemis-
pheres of rabbits for the development of edema.

As pointed out, during ischemia the most diverse alterations are ob-
served in synapses, in particular, in the presynaptic terminals. The most
remarkable of them is the reduction of the number and, frequently, dis-
appearance of synaptic vesicles. Moreover, the longer the duration of
ischemia, the more frequent are such synapses. At this stage of inve-
stigation it is yet fairly difficult to understand the causes of these alte-
rations in the synaptic apparatus. They might be due either to a mar-
ked reduction of the rate of transmitter synthesis in neurons resulting
from metabolic disturbances or to an enhanced utilization of transmitters
in synapses. The latter supposition finds support in the fact that during
ischemia in many synapses with a reduced number of synaptic vesicles
there is an increase of the thickness of dense material associated with
the pre- and postsynaptic membranes. On the other hand, the structural
alterations perhaps could serve as a morphological evidence for a fast
fading and then disappearance of dendritic potentials in the cortex ob-
served by Roitbak and Labakhua (1974) in experimental conditions si-
milar to ours. In this respect our supposition is in consensus with the
view of Williams and Grossman (1970) indicating that a reduction in the
number and eventually disappearance of synaptic vesicles, as well as
their aggregation in the core of a bouton may serve as a structural basis
for a rapid alteration of the cortical activity during ischemia.

Acknowledgement: The authors are indebted to M. Varazishvili, Laboratory
of Physiology and Pathology of the Cerebral Circulation, for carrying out the ex-
periments on cerebral ischemia in rabbits, and to Miss Ninell Skhirtladze for her
help in the preparation of the manuscript.

http://rcin.org.pl



366 I. L. Lazriev et al. Nr 3

1. L. Lazriev, I. K. Svanidze, A. Sh. Tsitsishvili, E. I. Dzamoeva

WPLYW NIEDOTLENIENIA KRAZENIOWEGO (NIEDOKRWIENIA)
NA ULTRASTRUKTURE NEURONOW I SYNAPS KORY MOZGU KROLIKA

Streszczenie

Badano reaktywne zmiany ultrastrukturalne zachodzace w okolicy czolowej,
skroniowej i potylicznej kory moézgu kroélika po glebokim niedotlenieniu krazenio-
wym (niedokrwieniu) trwajacym 3, 7 i 15 minut. W nastepstwie niedostatku tlenu
i innych czynnikéw niezbednych dla normalnych czynno$ci mézgu oraz na skutek
zmniejszenia transportu produktéw metabolizmu z tkanek do krwi, w neuronach
i synapsach kory zachodza zmiany ultrastrukturalne, ktérych nasilenie jest pro-
porcjonalne do czasu trwania niedokrwienia. Wszystkie zmiany maja wyraznie
ogniskowy charakter. Szczegélnie uwidoczniaja sie fragmenty tkanki z poszerzo-
nymi szczelinami miedzykomoérkowymi. W blonie jadrowej neurondéw pojawiaja
sie liczne i glebokie wglobienia, aparat Golgiego ulega przerostowi, a mitochondria
obrzmiewaja. W synapsach zmniejsza sie ilo$¢ pecherzykéw synaptycznych, zmie-
nia sie ich rozmieszczenie w zakonczeniach akson6w, mitochondria ulegaja
cbrzmieniu, a zageszczenia pre- i postsynaptyczne zgrubieniu.

Zmiany te sa najwyrazniej S$cisle zwigzane ze zmianami czynnos$ciowymi w ko-
rze moézgu w warunkach niedokrwienia, a szczegblnie z szybkim oslabieniem
i zanikaniem potencjaléw dendrytow kory.

U. JI. JazpueB, . K. CBauuaze, A. III. IIuuummuemim, 3. M. J[3amoeBa

BIVAHUE IUPKYJIATOPHOM TUIIOKCUU (UILIEMUW)
HA TOHKYIO CTPYKTYPY HEMPOHOB
U CMHAIICOB KOPBHI I'OJIOBHOTO MOS3TA KPOJUKA

Pe3woMme

McenenoBaHbl yJAbTPACTPYKTypPHblE peaKTUBHBIE CIABUTH, BO3ZHMKAIONMe B J06-
HOM, BMCOYHOM M 3aTbLJIOYHON 00JacTAX KOpPBLI I'OJIOBHOTO MO3ra KpoJsmka npu 3, 7
u 15 MMHYTHOM TIyDOKOM UMPKYJIATOPHOM TIMIIOKcuyu (uiuemuy). BenexpcrBum peduum-
Ta KMUCIOPOJA M JAPYIMX, HEOOXOAMMBIX JAJs HOPMaJbHOTO (YHKIMOHUPOBAHUA
MO3ra, E€LIEeCTB, a TaKKe u3-3a ocjabienmsa TpaHCIOPTa IPOAYKTOB MeTaboam3ma
U3 TKaHM B KPOBb, B HEMPOHAX M CHHAIICAX KOPbI BO3HMKAKOT 3aMeTHble yJbTpa-
CTPYKTYpPHBIe CABUIYM, CTE€NeHb KOTOPBIX IPONOPLMOHAJIbHA IJIMUTEJIbHOCTM MILIEMMUM.
Bce m3amenenmsa HOCAT pe3KO BbIpazKeHHbIM O04YaroBbli xapakrep. OcobeHHO BbIge-
JAIOTCA YYaCcTKM TKaHM € PACIIMPEHHBIMM MEKKJIETOUYHBLIMM IedaMu. B uerpoHax
MOABJIAIOTCA MHOTOYMCJIEHHBIe M TJyOOKMe MHBarmHanumm sjAepHOi O000JO4YKM, KOM-
ninexkc Toapazxu runeprpodupyercsa, MUTOXOHApuM Habyxaror. B cunamcax ymeHb-
IIaeTCA YMCJIO CUHANTUYECKMX ITy3bIPHKOB, MEHSETCHA MX AMCIOKAUMA B aKCOHHOM
TePMMUHAJIM, MUTOXOHJAPMM HAOyXaloT pacnoJoxKeHue yBeJMYMBAETCH TOJIIMHA IIJIOT-
HOTO BEIleCcTBa, CBA3aHHOTO C IIpe- M NOCTCHMHANTHMYeCKMMy MeMOpanamu. OTu usme-
HeHUA, IO BUAMMOMY, TEeCHO CBA3aHbl C (PYHKIMOHANLHBIMM CABUTAMM B KOpe
TOJIOBHOTO MO3ra IIpM MIIEeHMM, B 4YacCTHOCTH, ¢ ObIcTpbIM ocjabiienueM M MCYE3HO-
BEHMEM JAeHJPUTHBIX ITOTeHIMAJIOB KODPBI.
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The glial cells, in addition to supporting, restoring, isolating and mye-
linating functions, participate in metabolic processes and in removing
waste products from tissue to blood (Hyden, 1964; Pevzner, 1972). It is
also believed that the neuroglial cells take part in producing some slow
ncgative potentials in the brain (Roitbak, 1969).

Considerable functional, structural and biochemical alterations have
been reported to occur in the brain during circulatory hypoxia (Mc Gee-
-Russel et al.,, 1970; Olsson, Hossman, 1971; Bogolepov, 1972; Yu et al.,
1972; Arsenio-Nunes et al., 1973; Domanska-Janik et al., 1974). Particu-
larly, during a short-lasting circulatory hypoxia a fast fading and then
abolishment of slow negative potentials. (Roitbak, Labakhua, 1974)
occurs. Changes of RNA content in neurons and satellite cells have been

reported to accompany circulatory ischemia (Svanidze, Museridze,
1974).

MATERIAL AND METHODS

The ultrastructural changes occurring in astrocytes, oligodendrocytes
and microgliocytes of the temporal, occipital and parietal areas of rabbit
cerebral cortex (12 animals) during 3, 7 and 15 min deep circulatory hy-
proxia were studied **. Ischemia was produced by occlusion of the caro-
tid arteries with simultaneous decrease of the systemic arterial pressure
to 25—30 mm Hg. The details of the experimental procedure were des-
cribed by Mchedlishvili (1973). The control animals were subjected to

*) Presented at the 2nd Symposium on Cerebral Ischemia, Thilisi, September,
1--5, 1976.

**) The experiments were carried out in the Laboratory of Physiology and Pa-
thology of the Cerebral Circulation of the Institute of Physiology, Georgian Aca-
demy of Sciences.

Neuropatologia Polska — 3
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the same procedure as the experimental ones, except occluding the ca-
rotid arteries and lowering the blood pressure.

The brains of the experimental and control rabbits were perfused
with a warm (37°C) 2.5% glutaraldehyde solution in a phosphate buffer
at pH 7.4. The total perfusion procedure took no longer than 15 min.
The blocks of the respective cortical areas were postfixed in fresh 2%
solution of osmium tetraoxide in phosphate buffer for 2—3 h. Then they
were dehydrated in graded ethanol and embedded in Araldite. Fine
sections of 40—60 nm thick were stained with lead citrate (Reynolds,
1963) and examined under JEM-100 C electron microscope.

RESULTS

Electron microscopic investigations have shown that in different areas
of rabbit cerebral cortex during 3, 7 and 15 min deep circulatory hy-
poxia (ischemia) similar ultrastructural changes in neuroglial cells are
observed. Therefore we have restricted ourselves to a general descrip-
tion.

During a 3 min ischemia basic structural changes are commonly seen
in the perivascular processes of astrocytes. There is a marked swelling
with a considerable increase of glycogen granules in some processes
(Fig. 1) and a decrease in others.

Most of the perikarya of the astrocytes remain practically unaltered,
but in some of them remarkable structural changes are observed. In the
nuclei of these cells chromatin is aggregated in clumps and is disposed
on the periphery. The nucleolus is generally well-developed. The cyto-
plasm of these cells display swelling and there appear vesicles and
small vacuoles, while the number of cytoplasmic organelles is conside-
rably reduced. The matrix of some mitochondria becomes electron lu-
cent and their cristae disappear. During a 3 min ischemia oligodendro-
cytes and microgliocytes do not differ from those of cells in the control
animals.

More pronounced reaction of neuroglial cells are being observed du-
ring 7—15 min ischemia. However, there is a clearcut diversity of struc-
tural changes, and alongside with the cells which undergo changes, nor-
mal cells are observed.

During a 7 min ischemia the perivascular processes of astrocytes are
swollen, their matrix is electron lucent, and in some regions they are
devoid of the cytoplasmic organelles. The degree of swelling of processes
of astrocytes varies — in some of them it is hardly discernible while
in others it is well pronounced (Fig. 2). At this time, ultrastructural ab-
normalities in some of the astrocytes resemble those observed after
3 min ischemia. The only difference is that the alterations are more pro-

http://rcin.org.pl



Nr 3 Neuroglia in cerebral ischemia 371

Fig. 1. Three-min ischemia. Perivascular astrocytic process (A) contains numerous
glycogen granules (g). X 66 000.

Ryc. 1. Niedokrwienie 3-min. Okolonaczyniowa wypustka astrocytu z licznymi
ziarnistodciami glikogenu (g). Pow. 66.000 X.

nounced and the number of cells subjected to noticeable changes in-
creases.

During a 15 min ischemia ultrastructural changes in astrocytes conti-
nue to progress. Swelling of the perikarya of the astrocytes and their
processes is frequently encountered (Fig. 3). A cytoplasmic matrix of
such astrocytes becomes electron lucent, the cisterns of endoplasmic re-
ticulum enlarged, there are many small vesicles and vacuoles. The mito-
chondria are swollen. The Golgi complex is well developed in some cells,
and absent from others. The nuclear envelope forms deeper invagina-
tions, and thereby the nuclei acquire a polymorphic pattern. Alongside
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Fig. 2. Seven-min ischemia. Swollen perivascular astrocytic process (A); f — glio-
filaments, ER — endoplasmic reticulum. X 40 000.

Ryc. 2. Niedokrwienie 7-min. Obrzmiala okolonaczyniowa wypustka astrocytu (A),
f — gliofilamenty, ER — siatka $rédplazmatyczna. Pow. 40.000 X.

with the areas of the cerebral cortex where astrocytes and their pro-
cesses are swollen, there are regions where the intercellular clefts are
widened. Different structures shrink considerably so that the density
of the matrix, as well as of separate astrocytes markedly increases.

After 7 and 15 min ischemia some oligodendrocytes show hypertrophy
of Golgi complex, and lengthening and increase in number of cisterns
of endoplasmic reticulum. Dense bodies, microtubules and other cyto-
plasmic organelles are also present (Fig. 4).

Even a 15 min ischemia produces a slight increase of the number of
microgliocytes. In their cytoplasm the number of cisterns of endoplasmic
reticulum and dense bodies increases (Fig. 5).

DISCUSSION

It may be concluded that during a short-lasting circulatory hypoxia
produced by the method of Mchedlishvili (1973) considerable ultrasiruc-
tural alterations develop in the astrocytes, particularly in their peri-
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Fig. 3. Fifteen-min ischemia. Astrocyte with swollen cytoplasm. In the nucleus (n)

chromatin aggregated in clumps and located on the periphery. m — mitochondria,

DB — dense body. The profiles of endoplasmic reticulum (ER) slightly enlarged.
X 20 000.

Ryc. 3. Niedokrwienie 15-min. Astrocyt z obrzmiala cytoplazmg. W jadrze (n) sku-
rienia chromatyny na obwodzie. m — mitochondria, DB — cialo geste. Profile
siatki Srodplazmatycznej (ER) nieznacznie powiekszone. Pow. 20.000 X.
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Fig. 4. Flfteen -min ischemia. Per‘neuronal ollgodend'rocyte The cisternae of endo-
plasmic reticulum (EF) are slightly enlarged; swollen mitochondria (m), G — Golgi
complex. X 45000.

Ryc. 4. Niedokrwienie 15-min. Oligodendrocyt okoloneuronalny. Cysterny siatki
srodplazmatycznej (ER) lekko powiekszone; obrzmiale mltochondrla (m), G — apa-
rat Golgiego. Pow. 45.000 X.
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Fig. 5. Fifteen-min ischemia. A fragment of cytoplasm of the perivascular micro-
gliocyte. DB — dense body, A — perivascular astrocytic processes. X 40 000.

Ryc. 5. Niedokrwienie 15-min. Fragment cytoplazmy okolonaczyniowej komorki
mikrogleju. DB — cialo geste, A — okolonaczyniowe wypustki astrocytow.
Pow. 40.000 X.

vascular processes, while oligodendrocytes and microgliocytes hardly
differ from those in the control animals.

Reaction of astrocytes during short-term ischemia may be explained
by their position in the structural organization of the central nervous
system mostly their direct contact with the capillaries. It is known that
the astrocytes participate in controlling the water-salt homeostasis and
in the transport of metabolites from the blood to neurons (Gerschenfeld
et al., 1959; Rubinstein et al., 1962). Therefore the astrocytes, coating
85% of the surface of the capillaries respond in the first place to the
drastic circulatory disturbances.
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Electron microscopic studies have shown that under various experi-
mental conditions glycogen granules accumulate in cytoplasm and pro-
cesses of astrocytes (Maxwell, Kruger, 1965; Vaughn, Pease, 1970; Wong-
-Rilley, 1972). During short-term ischemia, accumulation of glycogen
was not observed. However, after 3 min ischemia an increase of glycogen
content in some processes and a decrease in others were observed.

According to Yu et al. (1972) during hypoxia there is an increase in
the number of gliofilaments, both in the astrocytic processes and peri-
nuclear region. Our experiments, on the contrary, revealed a slight re-
ducticn of the number of gliofilaments in altered astrocytes.

The results of the investigation have shown that during a short-la-
sting circulatory hypoxia the reaction of microgliocytes is only slightly
pronounced. Previous studies have shown that more obvious ultrastru-
ctural changes appeared in pericytes (Tsitsishvili, 1977).

Some authors (Vaughn, Pease, 1970; Fernando, 1971; Wong-Rilley,
1972) have reported that in various pathological conditions the pericytes
and the microgliocytes may transform into phagocytes. The more pro-
nounced reaction of pericytes than that of microgliocytes may be ascri-
bed to the fact that the circulatory hypoxia of the brain disturbs in the
first place the capillaries.

Acknowledgement: The authors are indebted to M. Varazishvili, Laboratory of
Physiology and Pathology of the Cerebral Circulation, for carrying out the ex-
periments on cerebral ischemia in rabbits, and to Miss Ninell Skhirtladze for her
help in the preparation of the manuscript.

E. 1. Dzamoeva, I. K. Svanidze, 1. L. Lazriev, A. Sh. Tsitsishvili

WPLYW NIEDOTLENIENIA KRAZENIOWEGO (NIEDOKRWIENIA)
NA ULTRASTRUKTURE KOMOREK GLEJOWYCH KORY MOZGU KROLIKA

Streszczenie

Badano zmiany ultrastrukturalne zachodzace w gleju kory moézgu krélika w wa-
runkach niedotlenienia krazeniowego (niedokrwienia) trwajacego 3, 7 i 15 minut.
Zmiany w komorkach glejowych maja wyraznie ogniskowy charakter. Ze wszyst-
kich rodzajow gleju najbardziej labilne wydaja sie astrocyty. Po niedokrwieniu
3-min zaznacza sie obrzmienie zaréwno perikarionéw jak i wypustek niektoérych
astrocytow, a takze wyrazny wzrost zawartosci glikogenu w niektérych wypust-
kach, a zmniejszenie w innych. Po niedokrwieniu 7- i 15-min zmiany w astrocy-
tach narastaja. Reakcja oligodendrocytow i mikrogleju jest wyrazona stabiej i po-
lega na wydluzeniu i zwiekszeniu ilo$ci cystern siatki s$rédplazmatycznej, ciat
gestych oraz innych organelli cytoplazmatycznych.
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O. U. JIzamoera, U. K. Csaumaze, V. JI. Jlazpuen, A. III. IlmpymuBuian

BJIVMAHUME IUPKYJIATOPHOM TUIIOKCUM (MIIIEMUM) HA TOHKVYIO
CTPYKTYPY HEMPOIJIMM KOPEI T'OJIOBHOTO MO3TA KPOJUKA

Pe3wome

U3yuennl yJIbTPacTPYKTypPHble CABUTY, BO3HMKAIOUME B HEMPOTJIUM KOPbI IOJIOB-
HOTO MO3ra KpOJIMKa IPMU LUMPKYJAATOPHOM, rMmokcuy (mmemmmn) 3, 7 u 15 MMHYTHOM
JUINTeNIbHOCTY. VI3MeHeHUss B HEMpPOTJIMajbHBIX KJEeTKaX HOCAT Pe3KO BbIpaxKeHHbIA
O4aroBblii XapakTep. M3 Bcex BuAOB riamyu Haubojee abMIBbHBIMU CTPYKTYpPaMyu
ABJAIOTCA acTpouuThl Ilpm 3 MmuuyTHOV MineMuy oTMevaercad Habyxanue Kak COMBI,
TaK ¥ OTPOCTKOB HEKOTOPBLIX acCTPOLMTOB, a TaKKe pe3Koe BO3pacTaHMe YacCTHI]
TIMKOTeHa B CAHMX OTPOCTKAaxX M yMeHblleHuMe — B Apyrux. IIpm 7 u 15 MuHyTHOM
MIIEMUM M3MEHEeHMA B acTpOLMTAaX HapacTaloT. Peakuysa OJIMTOZEHIPOLNUTOB M MUKPO-
IJIMOLMTOB BbIpazkena ciabee u NpOABIISETCA B HEKOTOPOM YAJMHEHUM U yBEJIUYEHUU
KOJMYECTBa UMCTEPH SHIOIIJIa3MaTU4YEeCKO) CeTM, IUIOTHBIX TeJl M APYTUMX LMTOmJja3-
MaTHM4YeCKUX OpPraHeJL.
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Complete discontinuation or reduction of oxygen supply to the brain
induces primarily energetic substrate deficiency with subsequent im-
pairment of basic metabolic processes. The rate and character of chan-
ges produced by ischemia are determined first of all by its duration.
Short-term (30 sec) decapitative brain ischemia in mice is accompanied
by a decrease in the amount of ATP and lactate and an increase in
the glucose and glycogen content, with invariable phosphocreatine (Gat-
field et al., 1966). Ischemia of longer duration (10 min) (Lowry et al,
1964) decreases the content of glucose, G-6-P, ATP and phosphocrea-
tine, with a simultaneous accumulation of lactate. Long-term ischemia
(2 hrs) leads to consumption of all energetic substrates (Gercken, Preuss,
1969) followed by irreversible changes of structural elements in the
cells. Deficiency of energy in the brain has a considerable effect on the
metabolism of amino acids as well.

There are some references to disturbances in the distribution of amino
acids in the brain during ischemia (Thomgson et al.,, 1950; Tews et al.,
1963).

Our investigations were aimed to elucidate the effect of ischemia on
the distribution of 22 free amino acids in the brain of rabbits. Experi-
ments were carried out during ischemia and in postischemic period. Our
task was to describe the pattern of changes in the content of amino
acids produced by ischemia.

*) Presented at the 2nd Symposium on Cerebral Ischemia, Thilisi, September,
1—5, 1976.
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Table 1. The changes of distribution of amino acids (nmoles/g tissue) in the cortex of rabbit brain during ischemia and postischemia (the mean
value is given from 5—6 experiments)
Tabela 1. Zmiany w dystrybucji aminokwaséw (nmole/g tkanki) w korze mézgu krélika w czasie niedokrwienia i w okresie po niedokrwieniu
(warto$ei érednie obliczone z 5—6 do$wiadezen)
Experimental conditions ~ Glutamate Glutamine Aspartate Asparagine - Alanine Glycine
Warunki doswiadezalne Glutaminian Glutamina Asparaginian Asparagina AR Alanina Glicyna
H 2
Control z
Kontrola 5.864-0.48 3.754+0.29 2.344-0.88 0.13--0.008 1.6740.28 1.26-+0.28 0.48+-0.04 %
§
Ischemia 3 min =
Niedokrwienie 6.714+0.62 2.1940,561 3.194-0.25 0.14-+0.009 3.424-0.371 3.454-0,46 1 0.43-+0.08 ;'
U=
: ’ )
Ischemia 15 min =
Niedokrwienie 8.084-0.641 2.3940.151 3.5440.111 0.15-4-0.008 2.1240.42 1.6740.23X 0.354-0.04
Postischemia 30 min
Po niedokrwieniu 5.7140.33* 4.0840.26X *  2.63+0.36% 0.154-0.02 1.9540.24X  2.164-0.19TX  0.45+0.06
Statistically significant difference from: -+ —— control; X — ischemia 3-min; *— ischemia 15 min.
Roéznica statystyeznie znamienna w stosunku do: 4+ — kontrola; X — niedokrwienie 3 min; *—— niedokrwienie 15 min.
2
]
w
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Table 2. The changes of distribution of amino acids (nmoles/g tissue) in the cortex of rabbit brain during ischemia and postischemia (the mean
value is given from 5—6 experiments)
Tabele 2. Zmiany w dystrybueji aminokwaséw (nmole/g tkanki) w korze mézgu krélika w czasie niedokrwienia i w okresie po niedokrwieniu
(wartosei érednie obliczone z 5—6 doswiadezen)

Expel.‘lr'nental Cy St'lm? + Taurine Proline Valine Serine Threonine Methionine
conditions Cysteine
'VVx.;runkl Cx stynfn + Tauryna Prolina Walina Seryna Treonina Metionina
doswiadezalne Cysteina
Control 3.154-0.14 0.704+0.05 0.404-0.05 0.33-4+0.03 0.734-0.05 0.224-0.008 0.274-0.03
Kontrola
Ischemia 3 min. 2.0640.22F 1.394-0.081 0.45-+0.07 0.3740.05 0.66-+0.11 0.214-0.01 0.56--0.03+
Niedokrwienie
Ischemia 15 min. 2.50-+0.11F 0.94+-0.08TX  0.5440.05 0.35+0.02 0.68--0.03 0.20-+0.02 0.53+0.031
Niedokrwienie
Postischemia 30 min. 3.811-40.34 1% 0.844-0.051 1.02-£0.097X*  0.39-£0.03 0.81-+0.06 0.2140.01 0.374-0.04X*

Po niedokrwieniu

Statistically significant difference from: 4 — control; X — ischemia 3-min; * — ischemia 15 min.
Roéznica statystycznie znamienna w stosunku do: 4 — kontrola; x — niedokrwienie 3 min; * — niedokrwienie 15 min.

http://rcin.org.pl

€ IN

BIWAYDS! [BIGAIAD Ul SPIOB OUTWY

18¢€



382 N. N. Melitauri et al. Nr

o

MATERIAL AND METHODS

The experiments involved rabbits weighing 2- 2.5 kg. Ischemia of the
brain was induced by discontinuation of blood flow through carotid ar-
teries with simultaneous reduction of the systemic blood pressure. After
15 min ischemia normal circulation was restored. The used model of
ischemia and operation technique were described by Mchedlishvili (1973).
Blocks from the cerebral cortex of rabbits were taken for analysis on
the third and fifteenth minutes of ischemia and at end of post-ische-
mic period lasting 30 minutes.

The method of thin-layer chromatography of dansyl-derivatives of
amino acids was used for quantitative determination (Chilingarov, Ko-
metiani, 1974).

Assay of amino acids

After operation the brain was frozen with a mixture of dansyl and al-
cohol, then 150 mg of tissue was homogenized in 1% picric acid. The ho-
mogenate was centrifuged at 5000 X g for 15 min and the supernatant
fraction was transferred to a Dowex 2 X 8 (200—400 mesh) column.
The column was eluted with 3 ml of 0.02 N HCl The eluate was eva-

Table 3. The changes of distribution of amino acids (nmoles/g tissue) in the cortex of rabbit

Tabela 3. Zmiany w dystrybueji aminokwaséw (nmole/g tkanki) w korze mézgu krélika w czasie

Exper?r?ental Cystidine Arginine Lysine
conditions
o fu‘unkl Cystydyna Arginina Lizyna
doswiadezalne
Control 0.254-0.02 1.40--0.07 0.334-0.01
Kontrola
Ischemia 3 min. 0.36--0.021 2.754-0.16+ 0.38-4-0.03
Niedokrwienie
Ischemia 15 min. 0.264-0.02X 1.504-0.12X 0.34--0.03
Po niedokrwie-
niu
Postischemia 30 min. 0.334-0.021* 1.5240.12X 0.25+0.021X*
Po niedokrwie-
niu
Statistically significant difference from: 4 — control; X — ischemia 3-min; * — ischemia
Roéznica statystyeznie znamienna w stosunku do: - — kontrola; X — niedokrwienie
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porated and added to 0.5 ml of 0.4 M NaHCO, and 0.5 ml of dansyl/di-
methylamino-naphthalin-5-sulfocholin/acetone (6 mg -+ 1 ml) and the
mixture was incubated for 90 min at 30°.

After incubation 3 ml of acetone was added to the mixture and cen-
trifuged at 3000 X g for 15 min. The supernatant fraction was evapo-
rated and added to 20 ul of mixture of 0.2 N acetic acid and acetone
(1:1). Four ul of the solution was transferred to a plate with silicagel
(Woelm, TLC) for chromatography. The following solution were used:
I direction — 0.5% butanol — ammonia (1:1); II direction — chloro-
form - metanol — acetic acid (95:5:2). After chromatography the
dansyl-derivatives of amino acids were densitometered.

RESULTS AND DISCUSSION

Our experimental data are presented in tables 1 to 4.

The metabolism of amino acids in the brain is characterized by
a number of peculiarities. First, it is expressed in their metabolic acti-
vity. Furthemore, the fact that some of the amino acids play the role of
neurotransmitters (glutamate, aspartate, GABA, glycine, proline, tau-

brain during ischemia and postischemia (the mean value is given from 5—6 experiments)

niedokrwienia i w okresie po niedokrwieniu (wartosei $rednie obliczone z 5—6 doswiadezen)

Leucine Isoleucine Tryptophan Phenylalanine Tyrosine
Leucyna Izoleucyna Tryptofan Fenylolanina Tyrozyna
0.254-0.06 0.17+-0.02 0.14+-0.003 0.3540.03 0.25+4-0.03
0.40-+0.04F 0.254-0.031 0.154+0.009 0.42-+-0.05 0.204+0.03
0.28+0.03X 0.19+0.02 0.15-+0.09 0.33-+0.04 0.204-0.02
0.30+0.03 0.184+0.02 0.2040.0081TX*  0.174.0,02+X* 0.27-4-0.01*

15-min

3 min; * — niedokrwienie 15 min.

http://rcin.org.pl
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; Glu-+-Asp , ; : : :
Table 4. Changes in the ———————ratio under ischemia and postischemia
GABA+-Gly-Tau
. Glu+-Asp 8 Bk o . . S
Tabela 4. Zmiany stosunku —————— w czasie niedokrwienia i w okresie po niedokrwieniu
GABA 4 Gly+Tau
Control 3 min ischemia 15 min ischemia 30min  postischemia
Kontrola niedokrwienia niedokrwienia po niedokrwieniu
2.88 1.89 3.41 2.67

Results calculated from the data of Tables 1 and 2.
Wyniki obliczone z danych zawartych w Tabelach 1 i 2.

rine) or are the precursors of biogenic amines (tyrosine, tryptophan) is
of a great importance. In energetics of the nervous tissue amino acids
play also a special role. As known, the major proportions of glucose
in the process of oxidation becomes converted into amino acids which
in further reductions are used as energetic material. All these facts
suggest that disturbances in metabolism of amino acids must affect the
functional activity of the brain (Kometiani, 1967).

The first minute of ischemia (Ljunggren et al., 1974 b) is accompanied
by a-ketoglutarate consumption, while after 4 min ischemia there is
a decrease of pyruvate level, which affects the glutamate and alanine
levels, respectively.

Mikhailov (1971) discussing the relation of amino acids to the citric
acid circle during hypoxia concluded a great sensitivity of decarboxy-
lation of pyruvate and partially a-ketoglutarate to hypoxia. Inhibition
of decarboxylases of these acids during hypoxia certainly applies to
amino acids decarboxylases as well. There exists a reference to a consi-
derable effect of ischemia and hypoxia on the activity of dioxyphenyl-
alanine and 5-oxytryptophane decarboxylase (Davis, Carlson, 1973; Ro-
ger et al.,, 1974). Other activities of interest are those of aspartate and
alanine aminotranspherase (Witten et al.,, 1970). This fact explains the
intensity of a-ketoglutarate consumption in glutamate synthesis (Ljung-
gren et. al., 1974 b).

Some other authors have observed an increase of glutamate content
during anoxia (Tews et al., 1963). According to our data (Table 1) glu-
tamate level is the highest by the 15th minute of ischemia. On the third
minute only a tendency to its increase is observed. The increase of glu-
tamate content during ischemia may be explained in a number of ways:
1) the utilization of glutamate as oxidation substrate during ischemia
may be inhibited, 2) increased production of ammonia from glutamine
and nucleotides may stimulate its involvement in the synthesis of glu-
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tamate and a-ketoglutarate, 3) glutamate content may be increased as
a result of enhanced glutamine decay.

Elliott and Levell (1962) assumed that GABA accumulation observed
during anoxia and decapitation may be related to activation of gluta-
mic acid decarboxylase. This enzyme catalyzes GABA formation and
its activity is preserved under anaerobic conditions. There exists a con-
tradictory opinion, however, Kometiani et al. (1969) observed a decrease
in the amount of GABA during ischemia, which correlated with the
changes in the glutamic acid decarboxylase and gamma-aminobutyric-
-a-ketoglutaric acid transaminase activities.

In our experiments the increase of GABA level by the third minute
of ischemia (Table 1) is consistent with the reported enhancement of
glutamate decarboxylation. A marked increase of GABA under hypoxia
and anoxia has been observed by other authors as well (Levell, Elliott,
1963; Woog et al., 1968; Tews et al., 1963).

The controversy of our data to those of Kometiani and others must be
explained by differences in the experimental conditions and applied me-
thods. It is known (Ljunggren et al., 1974b) that ischemia causes in-
creased ammonia production in the cerebral tissue. Glutamine, nucleo-
tide and protein amid groups may be the sources of ammonia. On the
ground of our data we may assume that the decrease in the amount
of glutamine during 3 min ischemia is conditioned by its deamidation.

Glutamate accumulation could have been expected correspondingly,
but was not observed. A statistically insignificant increase of glutamate
level noticed in this period of ischemia may be caused by the fact that
glutamate obtained from glutamine undergoes decarboxylation with
GABA formation. An increase in the amount of taurine was observed,
accompanied by the decrease of the amount of cystine + cysteine (Ta-
ble 2). This result indicates an enhancement of taurine synthesis.

Alanine is an amino acid closely connected with citric acid circle.
According to our data, the content of this amino acid increases during
3 min ischemia and decreases thereafter. The possibility of alanine and
pyruvate synthesis during hypoxia was suggested by Tews et al. (1963),
and Yoshino and Elliott (1970). These authors and Mikhailov (1971) ob-
served an increase in the alanine content. All these facts are indicative
of an increased biosynthesis of a number of amino acids in nerve cells
during ischemia.

In our experiments ischemia did not produce quantitative changes
of amino acids which participate in the synthesis of biogenic amines
(Table 3). A marked decrease of tryptophan in the brains of rats during
7.5 min ischemia was observed by Roger et al. (1974). Other investiga-
tions have pointed at a decrease or absence of changes in the content

Neuropatologia Polska — 4
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of tyrosine, tryptophan and phenylalanine (Tews et al., 1963; Thompson
et al., 1950).

As observed earlier (Chikvaidze, Melitauri, 1974), ischemia produced
considerable alterations in the distribution of biogenic amines in the
brain, in particular a decrease of adrenaline, dopamine and serotonine
content. According to the data obtained in our study the decrease of
above mentioned amines does not correlate with the changes of distri-
bution of amino acids which are used in their biosynthesis. Studying the
influence of hypoxia on the distribution of amines, Davis and Carlsson
(1973) and Roger et al. (1974) observed inhibition of both tyrosine, and
tryptophan hydroxylase activities. In the same investigations there are
data about the inhibition of monoaminooxidase. Unidirectional changes
of the activity of enzymes determining the level of biogenic amines
conform to the data of the same authors about the absence of changes
in the content of biogenic amines during hypoxia.

The decrease of these compounds discovered by us may be connected
with dissimilar inhibition of hydroxylase and monoaminooxidase.

A 15-minute ischemia has only a slight influence on the distribution
of amino acids, However, an increasing tendency after 3-minute ische-
mia is preserved with respect to glutamate and aspartate. The cause of
this phenomenon must be sought in the metabolic activity of the above
mentioned amino acids.

Changes in the distribution of irreplaceable amino acids are given in
Tables 2, 3. The content of a majority of them increases up to the third
minute, and thereafter decreases. In the literature there is a reference
to the fact that a postmortem increase of the content of some amino
acids may be explained partially by non-compensated proteolysis (Laj-
tha, Toth, 1974). More detailed investigations are needed to prove this
explanation.

In the process of restoration of blood circulation after ischemia a re-
treat of changes in the amino acids takes place. A 30-minute postische-
mic period was long enough to normalize the levels of the majority of
amino acids. Kometiani et al. (1976) considered the rate of changes of
the ratio of excitatory and inhibitory amino acids in the brain as a ma-
nifestation of the changes of functional condition of the nervous system.
The authors studied the change of the ratio of the sum of glutamate and
aspartate to that of glycine and GABA. They assumed that the increase
of this ratio may express intensification of excitation processes whereas
the decrease of the ratio — intensification of inhibition processes.

It is known that the electric activity of the brain is decreased during
ischemia (Ljunggren et al., 1974a), which is not fully restored up to
the third hour of postischemia. Studying ischemia with the Mchedlish-
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vili’s model, Roitbak and Labakhua (1974) came to the conclusion that
a complete restoration of the rate of biopotentials does not occur within
two hours of postischemic period.

As shown in Table 4, 3-minute ischemia produces a decrease of the
ratio of the sum of glutamate and aspartate to that of GABA, glycine
and taurine. After 15-minute ischemia the increase of the ratio of ami-
no acids takes place, but as has been mentioned above, the bioelectric
activity of the brain is not restored. In the postischemic period the ratio
reaches the control level.

N. N. Melituari, V. N. Chikvaidze, L. N. Nikolaishvili

ZMIANY ZAWARTOSCI WOLNYCH AMINOKWASOW W MOZGU KROLIKOW
{ W WARUNKACH NIEDOKRWIENIA

Streszczenie

Badano zmiany w dystrybucji 22 aminokwasébw w korze moézgu krolikow
w czasie niedotlenienia krgzeniowego (niedokrwienia), oraz w okresie po niedo-
krwieniu. Znaczne zmiany w zawartosci aminokwaséw stwierdzono w czasie nie-
dokrwienia trwajacego 3 min. Przy 15-minutowym niedokrwieniu zmiany te byly
wyrazone slabiej. Na poczatku okresu niedotlenienia stwierdzono spadek zawar-
tosci glutaminy i cystyny-cysteiny. Natomiast zawarto§¢é GABA, alaniny, tauryny,
metioniny oraz szeregu aminokwasoéw egzogennych wzrastala. Stwierdzono kore-
lacje miedzy zmiang stezen glutaminy, glutaminianu i GABA.

W czasie 15-minutowego niedokrwienia wzrasta zawarto$¢ glutaminianu,
a zmniejsza sie zawartos¢ alaniny, leucyny, histydyny i tauryny. Przy koncu okre-
su powrotu do normy (30 min.) stezenia wiekszo§ci aminokwaséw osiggaja poziom
kontrolny.

Stwierdzono zmiane stosunku sumy glutaminianu i asparaginianu do sumy
glicyny, GABA i tauryny. Na poczatku okresu niedokrwienia stosunek ten zmniej-
sza sie, przy koncu tego okresu wzrasta, natomiast w okresie poniedokrwiennym
wraca do wartosci kontrolnych. Niedokrwienie wywoluje zahamowanie czynno$cio-
wej aktywnosci mozgu, co objawia sie spadkiem wzajemnego stosunku stezen
wymienionych aminokwaséw w poczatkowej fazie niedokrwienia.

H. H. Memuraypyu, B. H. Yuksauaze, J. H. Hukonaimsuimn

USMEHEHUE COJEPZKAHMUSA CBOBOJHBIX AMMHOKMUCIIOT
B I'OJIOBHOM MO3ITY KPOJIMKOB B YCJIOBUAX UILIEMUU

Pe3zwmMme

Bbuto u3yueno wusmenenme pacmpejesienus 22 aMMHOKMCIOT B KOpe TOJIOBHOTO
MO3ra KPOJIMKOB NPy UMPKYJISATOPHOM IUIoOKcum (mimemuy) m noctmmemun. O6uapy-
ZKEHbI CYILIeCTBEHHbIe M3MEHEHMS B COJep3KaHUM aAMMHOKMCIOT IIPU TPEXMUHYTHOMI
umeMyy.  IIpy DATHAAUATMMMHYTHOM MIIEMMM 9TU M3MEHEHUS MeHee BbIPAzKeHbL
B navane muemyuy nabiojany JOCTOBEPHOE yMeHBIIEHMe KOHUEHTPALMM TJIyTaMMHA
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u ety + uueremsHa. TAMK, ajanuH, TaypuH, METMOHMH M PAJ HE3aMEHUMBIX
aMMHOKMCJIOT yBeJMYMBAlOTCA. DBbla HaiAeHa KOppeJdanuMa B M3MEHEeHUAX COoJep-
Kauug riyrtamuHa, rayramara v TAMK., IIpyu nATHAAUAQTUMMMHYTHOM MILIEMMM ITOBbI-
maeTcd yYpPOBEeHb TJlyTaMaTa a ypPOBeHb aJlaHMHA, JellyHa, IMMCTHUAMHA M TaypuHa
ymenbuaercs, K KOHIly BOCCTAaHOBMTEJLHOrO mepmuoga (30 muH.) KoaudecTBO 60Jb-
IIMHCTBA aMMHOKMCJIOT HOPMAaJM3yeTCH.

BeL10 mpocnezkeHo mM3MeHeHMe OTHOLIeHMsA CyMMbl IJyTaMaTra M aclraprara K cyM-
me ramumpa, TAMK m raypusa. B naugane ueMuy 370 COOTHOLLUEHME yMeHBIIAETCH,
B KOHIE — YBEIMYMBAETCS, a B II€PUOJ IOCTUILUEMMM NPUOIMIKAeTcd K KOHTPOJIO.
UmieMuss Kak IIaTOJIOTMYECKMII IIPOILIECC BHI3LIBAET TOPMOXKEHMEe (YHKIMOHAJIbHOM
AKTMBHOCTY TOJIOBHOTO MO3ra, YTO BBIABJIAETCA B YMEHBIIEHMM COOTHOILUEHUA yKa-
3aHHBIX AMMHOKMCJIOT B Hayalle MIIEMUN.
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GEORGE I. MCHEDLISHVILI

A NOTE ON THE USE OF THE SYSTEM’S APPROACH
IN PLANNING AND COORDINATION OF JOINT STUDIES
OF CEREBRAL ISCHEMIA ***)

Department of Physiology and Pathology of the Cerebral Circulation, Be-
ritashvili Institute of Physiology, Georgian Academy of Sciences, Tbilisi, USSR.
Head: prof. G. J. Mchedlishvili.

An increasing tendency of dividing the problems under investigation,
possibly due to a growing complexity of the applied methods, seems to
emerge in the field of the present biomedical research. Thus, the topics
of study by individual researchers are getting more and more specified.
This entails a situation when researchers wander off the course while
pursuing their basic line. The result is that the choice of the topics to
be investigated is actually becoming incidental from the point of view
of the solution of the basic problem to be solved. Such a research cannot
offer significant results either in fundamental solutions of the scientific
problems, or in further applied studies, the results of which could be
subsequently introduced into practical medicine.

In such a situation researchers taking up topics for investigations are
very often led not by the significance of the problem, as a whole, but
by purely arbitrary reasons, e.g. by the availability of techniques in
a given laboratory, by traditional methods of a given research group,
etc. This probably is the reason for a common and frequently useless
doubling of studies on similar problems, vividly reflected in scientific
periodicals. This leads to accumulation of results which do not further
contribute to the solution of a given problem. At the same time many
points being actually vitally important drop out of the focus of the
researchers’ attention thus becoming unsolved items. There are many
examples illustrating tangible slowing-down (for years, sometimes even
for decades) in the process of reaching the solution of an important bio-
medical problem, indicating a low effectivity of individual researchers
or scientific groups engaged in the project.

*) Presented at the 2nd Symposium on Cerebral Ischemia, Thilisi, September,
1—5, 1976.

**) The Editors consider a number of ideas presented in this article as highly
disputable and would be obliged to the readers for comments and discussion.
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The main cause for such a situation is, in our belief, that the world’s
research in the biomedical field is neither efficiently planned, nor co-
ordinated. This seems to be not a result of the researchers’ reluctance
to have their works efficiently coordinated, but of the impossibility to
obtain such a coordination under conditions when only the traditional
approaches remain still universal in the field of research. The only way
out in this situation is, in our opinion, the application of the systems’
approach (along with traditional ones) which may allow to reach effec-
tive planning of the research. This seems to be especially important in
the biomedical field where the peculiarity of the subject of the research
is that it represents always a more or less complicated system in which,
on one hand, the structure and function of the constituents are cha-
racterized by an immence variety and, on the other, there is a great
complexity in the relations between these constituents. Meanwhile the
methods applied in the modern biomedical research make it possible to
investigate only isolated processes which, in reality, do not and cannot
exist isolated in the actual biological system.

Presently it seems probable that the necessity of using the systems’
approach in the biomedical research is largely understood by many
outstanding researchers. That it has not been applied yet, probably re-
sults from the lack of its definite formalization for practical use in the
biomedical research. This problem had been considered earlier by the
author’s friend, an expert in the systems research, Dr. Furtaz Babu-
nashvili and gradually found a formalized outline. Actually, on the ba-
se of the systems’ analysis of the problem under investigation a method
was developed jointly by both of us. In particular this permits a bet-
ter understanding of the ways of effective planning and executing the
complex investigations of the cerebral ischemia being jointly carried
out by the Medical Research Center of the Polish Academy of Sciences
and the I. Beritashvili Institute of Physiology, Georgian Academy of
Sciences, U.S.S.R.

The use of the systems’ approach in the organization of the research
means that the individual topics are chosen and planned only with the
aim of solving the whole problem. First of all the systems’ analysis of
the whole problem should be carried out to find out which of the to-
pics are necessarily to be investigated and how they should be reaso-
nably distributed among the laboratories and the researchers participa-
ting in the work. The systems’ analysis should include the following
three stages: First stage: Plotting the general graph of the problem that
specifies all its constituents (subproblems) to be elucidated for the
solution of the whole problem (Graph 1). The problem — ,Cerebral is-
chemia” in the present case — is indicated in the initial (upper) block.
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In the blocks placed below and divided into several levels (I, II, III)
the subordinated particular problems (subproblems) are listed. In each
case the pointers show which subproblems are to be settled to reach
the solution of the problem, or subproblem, of the respective level.

Cerebral ischemia ‘]
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B. Functional changes
A. Cerebral blood flow in the brain l C.Brain edema ]
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Graph 1. General graph of the problem ”Cerebral ischemia” showing which sub-
problems are to be investigated to reach the solution of the problem as a whole.

Wykres 1. Zbiorcze przedstawienie problemu ,Niedokrwienie mo6zgu” ze wskaza-
niem podprobleméw, ktoére powinny by¢ badane w celu rozwigzania calosci
problemu.

The graphs of the problems recall functional diagrams which are
often designed for a visual presentation of interrelations which, for
example, determine regulation of functions in the organism, or devel-
opment of some pathological process. However, there is a substantial di-
fference between the graphs of problems and the functional diagrams.
Although in both cases, there are pointers showing the cause and effect
relations, in the graphs of problems the pointers indicate only the sub-
problems to be investigated to reach the solution of the respective pro-
blem, or subproblem of the upper level. Besides, in the graphs of pro-
blems, unlike the functional diagram, the sequence of the links fun-
ctioning under the real conditions, i.e. in what sequence are the indi-
vidual subproblems to be studied, is insignificant.

In the complex investigations of a problem such graphs help, in par-
ticular, to find out which laboratories may participate in the study of
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individual subproblems. On the other hand, they help to find out whe-
re the interests of the different laboratories are coincident, i.e. where
joint studies may be carried out and where a danger of unnecessary
doubling of the same studies exists, and therefore a permanent coordi-
nation of their research in needed. A superfluously detailed graph of
problems, with an excessive fractionation of the subproblems, is unne-
cessary, since this interferes with its use for an effective planning of
the research.

Second stage: Plotting of the graphs of the objectives for each sub-
problem where the individual objectives to be settled for the solution
of the respective subproblems are enumerated (Graph 2). By plotting
such graphs one has to ignore how the objectives are to be settled, in
particular what methods are to be used for their solution, etc. It is
reasonable to enumerate a possibly complete set of the objectives for
each subproblem. This will not only contribute to the solution of the
respective subproblem, but will also help to estimate the contribution
of the rarticular studies to the understanding of the problem under in-
vestigation.

Elucidation of the role of the systemic
arterial pressure,as one of the circulatory
factors,in the development of the postischemic

brain edema
A \
To ﬁqd out the effect of the systemic To elucidate the effect of the cerebral
arterial pressure on the intravascular edema on the level of the systemic
pressure and the blood filling in the arterial pressure
cerebral vasculature

To find out the effect of the intravascular
pressure on the blood filling in the brain
vasculature and on the water filtration
through the capillary walls into the normal
tissue,as well as following the exposure to
factors causing the brain edema development

Graph 2. An example of the graph of the objectives for the solution of one of

the subproblems of the 3rd level (see Graph 1); The elucidation of the role of the

systemic arterial pressure, as one of the circulatory factors, in the development
of the postischemic brain edema.

Wykres 2. Przykladowe przedstawienie zadan badaweczych, ktére winny byé pod-

jete w celu rozwiazania jednego z podprobleméw 3-ego stopnia (patrz wykres 1);

Wyjasnienie roli ukladowego ci$nienia tetniczego, jako jednego z czynnikéw kra-
zeniowych, w powstawaniu poniedokrwiennego obrzeku mozgu.
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Third stage: Plotting the graphs of the works which are aimed at
settling each objective (Graph 3). These graphs should include all the
works which are to be carried out, but, unlike the graphs of the pro-
blems and the graphs of the objectives, they show the sequence of the
works to be carried out. The planning of the experiments is actually
nothing but a bond between the graphs of the objectives and the graphs
of the works. The latter should contain the following information
(adequately detailed): a) what methods are to be used and what expe-
riments are to be carried out; b) what equipment and what number of
experimental animals are needed; c) how many and what kind of re-
searchers should participate in the experiments. As a result the graphs
of works make possible to establish the personnel, finance and material
requirements for the investigations. The graphs of the problems, of the
objectives and of the works are to be plotted by specialists who are
genuine experts in the field and have respectable knowledge of the
principles of the systems’ analysis of the scientific problems. To ex-
clude from the graphs elements of involuntary subjectivism of the in-
dividual experts, the different opinions may be coordinated by the pro-
cedures known in the cybernetics.

To elucidate the effect of the cerebral
edema on the level of the systemic
arterial pressure (SAP)

A

Study of #he physiological mechanisms Study of the physiological mechanisms
of the changes of heart fuction during of the changes of the systemic peripheral
development of the postischemic brain resistance inthe arterial system during
edema development of the postischemic brainedema

] !
Study of the parameters of the heart Determination of the systemic peripperul
function (frequency, minute volume,etc.) resistance in the arterial system during
during the process of development of the the process of development of the postischemic
postischemic brain edema brain edema

Study of the dynamics of the SAP during
the process of development of the post -
ischemic brain edema

Graph 3. An example of the graph of the works for the solution of the objective
in the Graph 2; To elucidate the effect of the cerebral edema on the systemic
arterial pressure.

Wykres 3. Przykladowe przedstawienie zadan badawczych, ktére powinny prowa-
dzi¢ do rozstrzygniecia problemu przedstawionego na wykresie 2; Sposéb postgpo-
wania przy wyjasnianiu wplywu obrzeku mozgu na ukladowe cis$nienie tetnicze.
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With the progress in the studies and accumulation of new data, fur-
ther specification of the graphs will certainly be necessary, and this
would entail corrections in the investigation programs. For this pur-
pose regular contacts among the coordinators of the investigations are
necessary, as well as their contacts with other experts which would
judge how the research is carried out. The organizers of the complex
investigations of the cerebral ischemia feel that the systems’ approach
ray contribute considerably to an improvement of the efficiency of the
joint investigations and thus increase their quality.

Author’s address: Beritashvili Institute of Physiology, Georgian Academy of
Sciences, U.S.S.R., Thilisi, 380060, Gothua Str. 14.

G. I. Mchedlishvili

W SPRAWIE WYKORZYSTANIA ANALIZY SYSTEMOWEJ W PLANOWANIU
I KOORDYNACJI BADAN NAD NIEDOKRWIENIEM MOZGU

Streszczenie

Rozpatrzono metode planowania i koordynacji kompleksowych badan nad nie-
dokrwieniem mozgu, oparta na analizie systemowej i skladajaca sie z trzech eta-
pow, ktore zapewniaja rozwigzanie calosci problemu oraz wybér najbardziej obie-
cujacych kierunkéw badan: a) analiza systemowa calego problemu; b) analiza
systemowa zadan dla podprobleméw kazdego stopnia; c¢) analiza kazdego zadania
pod katem widzenia sil i $rodk6w niezbednych dla ich rozwigzania.

I'. . MueaauimBuiIn

OB UCIIOJIBBOBAHUU CUCTEMHOI'O IIOAXOJA IIPU IITAHUPOBAHUU
U KOOPIVIHAIIMM COBMECTHBIX UCCJIEJOBAHUM UCXEMUU T'OJOBHOTO
MOS3TA

PezowMme

PaccmoTpeH MeTOJ IIAHMPOBAHUA ¥ KOOPAMHAIMM KOMILIEKCHBIX MCCIEI0BaHMIA
MCXeMuM TOJIOBHOTO MO3ra, OCHOBAHHBI HA CUCTEMHOM IIOAXOJE ¥ COCTOALIMIA W3
TPeX 9TaloB, KOTOpble obecneumBaloT peurenye npobiemMbl B 1eJIOM M BbIGOp Ham-
6oJlee IEPCIIEKTMBHBIX HANPABJIEHMI B MCCIEJOBAHMAX: a) CUCTEeMHBII AaHaJIu3
npobyieMel M cOcTaBjIeHMe COOTBETCTByIOLIero rpada, 6) cocraBienue rpacdos 3anad
a5 moanpobiem KaXKJOro ypoBHA M B) cOCTaBjienue rpadpoB paboT, KOTOpBIe IAlOT
BO3MOZKHOCTb OIIPEAENNTDL JIIOJACKME M MaTepuajibHble pPecypchbl, HEeOOXOauMmble MIJs
OPOBEJEHUA COOTBETCTBYIOIIMX MCCJIe 0BaHMIA
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LUBOMIRA DYDYK, BARBARA WANKOWICZ, TADEUSZ SZRETER,
JADWIGA PROKOPCZYK

POZIOM KATECHOLAMIN W DOJRZEWAJACEJ KORZE MOZGU
KROLIKOW PODDANYCH DZIALANIU NORMOBARYCZNEJ
HIPEROKSJI

Pracownia Neuropatologii Rozwojowej Centrum Medycyny Doswiadczalnej
i Klinicznej PAN
Kierownik: prof. dr med. M. Dambska
Zaklad Farmakologii Instytutu Matki i Dziecka
Kierownik: dr n. biol. J. Prokopczyk
Oddzial Intensywnej Terapii i Reanimacji Szpitala Klinicznego

im. Prof. M. Michatowicza w Warszawie

Ordynator: doc. dr med. T. Szreter

Toksyczne dzialanie hiperoksji jest znane od stu lat (Bert 1878), ale
mechanizm uszkadzajacego dzialania nadmiaru tlenu ciggle jeszcze jest
nie wyjasniony. Liczne prace poswiecone temu zagadnieniu wykazaly,
ze w zespole toksycznego dzialania nadmiaru tlenu uczestnicza rézno-
rodne czynniki, sposréd ktorych trzy odgrywaja zasadniczg role: bez-
posrednie dzialanie nadmiaru tlenu (Haugaard 1965; Lambersten 1965;
Krasnicka i wsp. 1967 a, b; Renkawek 1967; Wood i wsp. 1967; Hau-
gaard 1968), wplyw ukladu przysadkowo-nadnerczowego (Bean, Smith
1953; Gerschman i wsp. 1954; Taylor 1958; Torbati i wsp. 1971) i wplyw
ukiadu nerwowego (Bean, Johnson 1955; Johnson, Bean 1957; Cerchia
1 wsp. 1957; Jacobs i wsp. 1972).

Prace Browna i Coxa (1966), Beana i wsp. (1966), Mc Sherna i Veitha
(1968) sugerowaly, ze uszkodzenia pluc w hiperbarycznej hiperoksji sa
spowodowane pobudzeniem ukladu sympatycznego. Lauweryns i Coke-
laere (1973) stwierdzili w plucach ssakéw obecnosé cial neuro-epitelial-
nych (NEB), bedgcych wewngtrzptucnymi chemoreceptorami, ktére uzu-
pelniaja dzialanie chemoreceptorow centralnych i obwodowych. Ciala
te reaguja na hipoksje i wydzielaja do ukladu naczyniowego serotoni-
ne, ktéra powoduje skurcz naczyn plucnych z nastepowymi zmianami
w plucach.
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Z prac Dydyk i wsp. (1976 a, b) wynika, ze normobaryczna hiperoksja
doprowadza w moézgach noworodkéw kroliczych do niedokrwienia spo-
wodowanego przez skurcz naczyn mozgowych. Stan ten rozwija sie pod
wplywem wysokiego ci$nienia czastkowego tlenu w krwi tetniczejiwy-
sokiego poziomu amin katecholowych w moézgu. Brak wyksztalconej ba-
riery krew—mozg umozliwia przenikanie katecholamin z krwi do méz-
gu tych zwierzat. Dla sprawdzenia tych sugestii podjeto badania bio-
chemiczne.

Bezposrednim celem pracy bylo wykazanie wplywu normobarycznej
hiperoksji na poziom katecholamin w korze moézgu noworodkow kroli-
czych, ktérych moézg nie posiada wyksztalconej bariery krew—mozg i w
korze moézgu kroélikéw 20-dniowych, u ktoérych bariera krew- mozg jest
juz wyksztatcona.

MATERIAL I METODY

Prace wykonano na 24 noworodkach kroéliczych i 24 kroélikach 20-
-dniowych. Sposréd 24 noworodkéw, 4 stuzyly do badan w warunkach
prawidlowych, 4 do badan kontrolnych w komorze powietrznej (wyni-
ki badan grup kontrolnych odpowiadaly normie), a pozostale uzyto do
badan doswiadczalnych w komorze tlenowej. W grupie kroélikow 20-
~-dniowych, 7 uzyto do badan w warunkach prawidlowych, 4 do badan
kontrolnych w komorze powietrznej (wyniki tych badan podobnie jak
w grupie noworodkéw odpowiadaly normie), a pozostate stuzyly do do-
Swiadczen w komorze tlenowej.

Stezenie tlenu w komorze tlenowej wynosilo srednio 91,5%. Stezenie
dwutlenku wegla wahalo sie okolo 0,1%. Cisnienie odpowiadalo cisnie-
niu barometrycznemu i wynosilo 1010,8—1017,4 hPa. Dokladny opis
doswiadczenia podano w pracy Dydyk i wsp. (1976 a).

Material do badan pobierano w narkozie eterowej. Do prowadzenia
narkozy postugiwano sie maskg w ksztalcie malej komory, ktérg na-
kladano na glowe kroélika w taki sposob, ze glowa wraz z szyjg znajdo-
waly sie wewnatrz maski. Przez maske przepuszczano tlen z parami
cteru. Doptyw tlenu regulowano tak, aby stezenie tlenu w masce od-
powiadalo stezeniu tlenu stwierdzanemu podczas doswiadczenia w ko-
morze. W przypadkach, ktére stuzyly do ustalenia normy i w przypad-
kach kontrolnych, zamiast tlenu stosowano powietrze. Po uzyskaniu
narkozy chirurgicznej otwierano czaszke i pobierano kore moézgu do
zimnego 0,4 N kwasu nadchlorowego, w stosunku 1 objeto$¢ tkanki w
4 objetosciach kwasu.

Oznaczanie noradrenaliny, adrenaliny i dopaminy w korze mozgu,
wykonywano wedlug metody opracowanej w National Institute of He-
alth w Bethesda przez A. Cho i M. A. Beavena, na podstawie danych
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zawartych w pracach Brodiego i wsp. (1966), Changa (1964) i Uden-
frienda (1962).

Zasada metody. Katecholaminy wykazuja duze powinowactwo do tlen-
ku glinu w wodnych roztworach. Wiasciwos¢ te wykorzystano do wyizo-
lowania amin z zalkalizowanych kwasowych ekstraktéow tkankowych. Z
tlenku glinu aminy sg eluowane rozcienczonym kwasem octowym. Za-
warte w eluacie aminy utleniane sg jodem w $rodowisku obojetnym, a
nastepnie tautomeryzowane silnymi zasadami do hydroksyindoli. Hy-
droksyindole sg niestabilne w roztworze alkalicznym i dlatego dalszg
reakcje utleniania hamuje sie przez dodanie stabilizatora (siarczyn so-
du) i kwasu. W procesie oznaczania katecholamin z jednej proby, wyko-
rzystany jest fakt, ze fluorescencja adrenaliny rozwija sie od razu, na-
tomiast noradrenaliny i dopaminy dopiero po ogrzaniu. Poszczegélne
aminy oznacza sie na spektrofotofluorymetrze Aminco-Bowmana, przy
réznych dlugosciach fali:

dla adrenaliny max. aktywacji — 410 nm, max. fluor. — 500 nm

dla noradrenal. max. aktywacji — 382 nm, max. fluor. — 485 nm

dla dopaminy max. aktywacji — 314 nm, max. fluor. — 370 nm.
WYNIKI

Zmiany poziomu katecholamin w korze moézgu noworodkéw kroliczych
poddanych dzialaniu normobarycznej hiperoksji, przedstawia ryc. 1.

Po 6-godzinnej hiperoksji, poziom noradrenaliny wzrasta znamiennie
statystycznie o 94,2% w stosunku do normy i kontroli. Obecnosci adrena-
liny, podobnie jak w normie i kontroli, nie stwierdza sie. Poziom dopa-
miny wykazuje znamienny statystycznie wzrost o 327,5% w stosun-
ku do normy i kontroli. (Dopamina wystepuje w 5 na 7 badanych przy-
padkow).

Po 24-godzinnej hiperoksji, poziom noradrenaliny wzrasta znamiennie
statystycznie o 141,8% w stosunku do normy i kontroli i wykazuje zna-
mienny statystycznie wzrost o 24,5% w stosunku do grupy po 6-godzin-
nej hiperoksji. W grupie tej, w 3 na 9 badanych przypadkéw pojawia
sie¢ adrenalina. Poziom dopaminy, ktéra wystepuje w 8 na 9 badanych
przypadkow, wzrasta znamiennie statystycznie o 485,3% w stosunku do
normy i kontroli i wykazuje znamienny statystycznie wzrost o 36,9% w
stosunku do grupy po 6-godzinnej hiperoksji.

Zmiany poziomu katecholamin w korze moézgu krolikéw 20-dniowych
poddanych dzialaniu normobarycznej hiperoksji, przedstawia ryc. 2.

Po 6-godzinnej hiperoksji, poziom noradrenaliny obniza sie niezna-
miennie statystycznie o 3,9% w stosunku do normy i kontroli Obecnosci
adrenaliny, podobnie jak w normie i kontroli, nie stwierdza sie. Poziom
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Ryc. 1. Poziom katecholamin w korze mozgu noworodk6éw kroéliczych w normie
i po hiperoksji.

Fig. 1. Level of catecholamines in cerebral cortex of newborn rabbits in the norm
and after hyperoxia.
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Ryec. 2. Poziom katecholamin w korze mozgu krolikow 20-dniowych w normie
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Fig. 2. Level of catecholamines in cerebral cortex of 20-days old rabbits in the
norm and after hyperoxia.
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dopaminy wzrasta znamiennie statystycznie o 410,4% w stosunku do
normy i kontroli. (Dopamina wystepuje w 3 na 7 badanych przypad-
kow).

Po 24-godzinnej hiperoksji, poziom noradrenaliny obniza sie niezna-
miennie statystycznie o 8,6% w stosunku do normy i kontroli i wykazu-
je nieznamienne statystycznie obnizenie o 4,8% w stosunku do grupy
po 6-godzinnej hiperoksji. Podobnie jak w grupie po 6-godzinnej hiper-
oksji, nie stwierdza sie obecnosci adrenaliny. Poziom dopaminy wzra-
sta znamiennie statystycznie o 581,8% w stosunku do normy i kontroli
i wykazuje znamienny statystycznie wzrost o 33,6% w stosunku do gru-
py po 6-godzinnej hiperoksji. (Dopamina wystepuje w 4 na 6 badanych
przypadkow).

OMOWIENIE

Uzyskane wyniki badan wykazujg prostg zalezno$¢ pomiedzy pozio-
mem katecholamin w korze moézgu noworodkéw kroliczych poddanych
dzialaniu normobarycznej hiperoksji, a cisnieniem czgstkowym tlenu
w krwi tetniczej i jego zawartoscia w tkankach (miedzy innymi w ko-
rze moézgu i w czesci rdzennej nadnerczy).

Wysokie ci$nienie czgstkowe tlenu w krwi tetniczej powoduje wzrost
zawartosci tlenu w tkankach i zwigzany z tym wzrost syntezy amin ka-
techolowych. Nasze sugestie znajdujg potwierdzenie w pracach Brow-
na i wsp. (1974) i Mossakowskiego (1974), ktérzy wykazali zaleznos¢
syntezy amin katecholowych od zaopatrzenia tkanki w tlen.

Duzy wzrost poziomu noradrenaliny i dopaminy w korze mézgu no-
worodkéw kroéliczych poddanych 6-godzinnemu dziataniu hiperoksji su-
geruje, ze jest on uwarunkowany nie tylko wzrostem syntezy amin ka-
techolowych, lecz réwniez zwiekszonym wydzielaniem katecholamin do
krwi. W oparciu o teorie¢ Cannona o reakcji obronnej ustroju i teorig
Selyego o reakcji adaptacyjnej, mozna przyja¢, ze zwigkszone wydziela-
nie katecholamin do krwi jest odpowiedzig na stres wywolany dziala-
niem hiperoksji. Sugestie te moze potwierdza¢ pojawienie sie adrena-
liny w korze moézgu noworodkéw kroliczych poddanych dzialaniu 24-go-
dzinnej hiperoksji.

Brak wyksztalconej bariery krew—mozg, ktéra u krolika rozwija sig
pomiedzy 12-ym i 18-ym dniem zycia (Gabryel 1973), sprawia, ze w wa-
runkach normobarycznej hiperoksji, katecholaminy wydzielane w du-
zej ilosci do krwi, swobodnie przenikajag do kory mézgu noworodkoéow.

Dodatkowego omoéwienia wymaga duzy wzrost poziomu noradrenali-
ny i dopaminy stwierdzany w korze moézgu noworodkéw kréliczych pod-
danych dzialaniu 6-godzinnej hiperoksji, i w poréwnaniu z nim, znacz-
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nie mniejszy wzrost poziomu tych amin po 24-godzinnej hiperoks;ji.
Mozna to tlumaczy¢ jako skutek rozwijajacego sie niedokrwienia moz-
gu z wtérnym niedoborem tlenu. Stan ten spowodowany jest przez
skurcz naczyn mozgowych, w wyniku dzialania wysokiego ci$nienia
czastkowego tlenu zawartego w krwi tetniczej, a takze w wyniku dzia-
Yania wysokiego poziomu noradrenaliny w korze moézgu.

Utrzymujacy sie stan skurczowy naczyn kory mézgu prowadzi do
zmian ultrastrukturalnych opisanych przez Dydyk i wsp. (1976 a, b).
Charakter tych zmian odpowiada obrazom mikroskopowo-elektronowym
obserwowanym przez Browna i Brierleya (1872) oraz przez Ju i wsp.
(1972 a, b), w doswiadczalnej hipoksji i ischemii moézgu, z rozwijajagcym
sie obrzekiem mozgu.

Reasumujac mozna stwierdzi¢, ze u noworodkéw kroéliczych, brak wy-
ksztalconej bariery krew—mozg, w warunkach niedokrwienia wywola-
nego dzialaniem hiperoksji, jest czynnikiem sprzyjajacym rozwojowi
obrzeku moézgu.

W uzyskanych wynikach badan poziomu amin katecholowych w korze
moézgu krolikéw 20-dniowych poddanych dzialaniu normobarycznej
hiperoksji, zaznacza sie dominacja wplywu niedokrwienia mozgu z
wtornym jego niedotlenieniem, nad bezposrednim dzialaniem wysokiego
ci$nienia czastkowego tlenu zawartego w krwi tetniczej. Przemawiaja
za tym znizkowe tendencje w poziomie noradrenaliny zaznaczajace sig
rownolegle do czasu trwania hiperoksji. Nasze spostrzezenia sg zgodne
z wynikami badan Browna i wsp. (1974), Lusta i wsp. (1975) i Mrsu-
Iji i wsp. (1975), ktorzy w utrzymujacej sie ischemii stwierdzili obni-
zenie poziomu noradrenaliny, a takze z wynikami badan tych autoréw,
ktorzy wykazali hamujagcy wplyw niedokrwienia moézgu na synteze
amin katecholowych (Brown i wsp. 1974; Chikwaidze, Melitauri 1974;
Gadamski i wsp. 1976).

Na szczegélng uwage zasluguje wzrost poziomu dopaminy w korze
mozgu krolikow 20-dniowych, u ktérych wyksztalcona bariera krew—
-—mozg uniemozliwia przechodzenie katecholamin z krwi do kory moz-
gu. Wydaje sie, ze wzrost ten moze by¢ tlumaczony w nastepujacy spo-
sob: stres wywolany dzialaniem hiperoksji powoduje wydzielanie do
krwi duzych ilo$ci adrenaliny, ktora uczestniczy w uwalnianiu amino-
kwaséw z polgczen albuminowych (Davis, Carlson 1973). Miedzy innymi
aminokwasami uwalniana jest tyrozyna, ktéra przenika przez bariere
krew—mozg i stanowi w korze moézgu substrat do syntezy katecholamin.
Niedobor tlenu spowodowany niedokrwieniem kory moézgu sprawia, ze
synteza noradrenaliny zatrzymuje si¢ na poziomie dopaminy, ktérej za-
wartos$¢ stopniowo wzrasta.
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Wyniki badan poziomu amin katecholowych w korze mozgu kroélikow
20-dniowych poddanych dzialaniu normobarycznej hiperoksji, znajdujg
potwierdzenie w wynikach badan ultrastrukturalnych, ktore wykazaly
u tych zwierzat nieodwracalne uszkodzenie komoérek glejowych i ner-
wowych kory moézgu oraz postepujacy obrzek moézgu (Dydyk i wsp.,
w przygotowaniu do druku).

Dla wykazania zaleznosci pomiedzy poziomem Kkatecholamin w doj-
rzewajgcej korze mozgu krolikow, a zawartoscig katecholamin w krwi
tych zwierzat, podjeto dodatkowe badania. Przedmiotem ich jest wplyw
normobarycznej hiperoksji na poziom katecholamin w korze moézgu no-
worodkow Kkroliczych i krélikow 20-dniowych w warunkach wstrzgsu
hipowolemicznego.

JI. Ibiabik, B, BanbkoBuu, T. Illperep, f. IIpokKom4muk

YPOBEHb KATEXOJAMMHOB B CO3PEBAIOIIEV KOPE MO3TA KPOJUKOB,
IMOJABEPTHYTHIX BO3JIEVCTBUIO HOPMOBAPUYECKOW TUITEPOKCUU

Peswme

Ilensro paborer ObpLIO wMcclegoBaHME BIAMAHUSA HOPMOOAPMYECKONM TI'MIIEPOKCUM
Ha YPOBEHb KaTeXO0JaMMHOB B KOpPe MO3ra KpPOJbUYMX HOBOPOKAEHHbIX M 20-aHEB-
HBIX KpPOJIMKOB, y KOTOPbIX Oapbep KpoBb-MO3r yike odopmien. Pabora Owpina mpo-
BeJleHa Ha 24 KpPOJIMYbMX HOBOPOXKJAEHHBIX M Ha 24 20-1HeBHBIX KpoJsamukax. Kpo-
JIMKOB IIOABEprajiy BO3JAENMCTBMIO HOPMODapuuYecKoy TIUIlepoKcuu aidAlleiics 6 wacoB
B IIePBOJf OIBITHOM Tpymnne uM 24 yaca BO BTOPOM OMNBITHOM rpymme. VcciaeaoBanue
YPOBHA KaTeXO0JIaMMHOB IIPOBOAMIIOCH CHEKTPOdOTOMIyOPOMETPUIECKUM METOI0OM.
OTu uccaenoBaHus OOHaAPYKRMUIN:

1. yBeiuyeHue ypOBHA KaTeXOJaMMHOB B KOpEe MO3ra KPOJMYBUX HOBOPOMKAEHHBIX,
IMOABEPTHYTHIX JEVICTBUIO HOPMODApMUYECKOl TUIepoKcuy O0OyCIIOBJIEHO POCTOM CHMH-
Te3a KaTeXODJIOBbIX aMMHOB B KOpe MO3ra M B HAANOYEeYHMKaAX, UX YCUJIEHHON CeKpe-
nueit B KPOBb M OTCYTCTBMEM c(OPMMPOBAHHOTO Oapbepa KPOBbL-MO3T;

2. uU3MeHeHMs YPOBHA KaTeXOJIJaMMHOB B Kope Mo3ra 20-IHeBHBIX KPOJMKOB, ITOJ-
BEPTHYTBIX EMCTBMIO HOPMOOApPMYECKO TUIIEPOKCHUM, 3aBUCAT OT BJIMUSHUSI UCXEMUN

MO3ra M BBICOKOTO YPOBHA aJipéHaliyHa B KPOBM Ha CHUHTE3 KaTeXO0JaMMHOB B KoOpe
MO3ra.

L. Dydyk, B. Wankowicz, T. Szreter, J. Prokopczyk

THE LEVEL OF CATECHOLAMINES IN THE DEVELOPING CEREBRAL
CORTEX OF RABBITS DURING NORMOBARIC HYPEROXIA

Summary

The aim of the work was to evaluate the effect of normobaric hyperoxia on
the level of catecholamines. in the cerebral cortex of newborn and 20-day rabbits,
the latter possessing a completely developed blood-brain barrier. The studies in-
cluded 24 rabbits in each group. The animals were subjected to normobaric hy-
peroxia lasting: 6 hrs for the first group and 24 hrs for the second group.
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Catecholamines were determined spectrofluorometrically. The results indicated
that: 1 — The increase of the catecholamines level in the newborn cortex during
normobaric hyperoxia results from their enhanced synthesis in both the cerebral
cortex and adrenal gland and their increased secretion to blood, as well as from
the absence of fully developed blood-brain barrier. 2 — The changes in the ca-
techolamines content in the cerebral cortex of 20-day rabbits are caused by
disturbances in the catecholamines synthesis in the cortex, which in turn are re-
Jated to cerebral ischemia and to the high adrenaline content in blood.
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SOME PROBLEMS OF THE DEVELOPMENT AND AGING
OF NERVOUS SYSTEM
II. MIELINATION OF SPINAL ROITS IN THE 2ND HALF
OF FETAL LIFE AND IN EARLY INFANCY *)

Department of Neurology, Medical School in Warsaw
Head: Prof. dr med. I. Hausmanowa-Petrusewicz

The maturation and myelination of human spinal roots and periphe-
ral nerves were given relatively little attention in the first half of 20th
century. Introduction of the electron microscopy made possible to de-
velop studies on myelination of both human and animal peripheral ner-
vous system and to establish the successive stages in the development
of Schwann cell.

The Schwann cell, in other words the sheath cell of the peripheral
nervous system, arises from the neural crest, as it was shown in auto-
radiographic studies. Labeled cells were also found in the ganglia o
cranial nerves.

On the 12th day of development of mouse fetus the Schwann cells
are arranged longitudinally, along the roots and nerves (Asbury, 1967;.

It appears likely that the ,clear, nuclei-free areas in the cut surfa-
ces of developing peripheral nerve” described in 1884 by light micro-
scopy (Kolliker, 1884) represent this stage of the peripheral nerve de-
velopment. Such an area consists of a band of very small, closely ad-
herent, non-myelinated fibers. The nuclei of Schwann cells are present
at the periphery of the band (Peters, Muir, 1958). These data, obtained
in studies on animals, seem to correspond to the characteristics of sural
nerve in human fetus aged 9 (Ochoa, 1971) and 10 weeks (Gamble, 1966).
The perineurium encloses few bands, containing 500—800 very small
axons connected with one Schwann cell. Few Schwann cells are in the
stage of mitotic division. A narrow cleft, which separates the bands,
constitutes the primary endoneural space with longitudinal collagenous
fibers (Ochoa, 1971) and fibroblast-like cells (Gamble, 1966). In the

*) This work was supported by the project No 10.4.2.02., Polish Academy of
Sciences.
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14th week the ulnar nerve and cutaneous nerves of human fetus are
similar to the digital nerves of a 20 day rat fetus (Gamble, Breathnach,
1965).

Cord-like orientation of Schwann cells disappears in the 14th week
of fetal life (Cravioto, 1965). These cells begin to migrate and to form
long, thin bipolar processes situated on the surface of major bundles
of axons. In the vicinity of the cell nucleus there appear thick short
processes which penetrate between the bundles of axons. Between the
14th and 16th week of fetal life the Schwann cells undergo mitotic di-
vision parallely with the growth of individual axons. Proliferating
Schwann cells change their shape during the division (Martin, Webster,
1973) and more numerous cells separate the bundles of axons into sma-
ller groups of 50—150 axons. A better contact of axons with Schwann
cell cytoplasm is thus achieved (Martin, Webster, 1973). The division
of Schwann cells finally result in achievement of a proportion: 1 cell/
/1 axon. This ratio ,,1 Schwann cell/l axon” is already achieved in the
18th week of fetal life but only in the case of larger axons. Myelin la-
mellae are sometimes already discernible around the axons, but their
number does not exceed 15. The diameter of the majority of axons is
above 1.8 um. Few fibroblasts and blood vessels appear in the endo-
neurium (Ochoa, 1971). The myelination begins in the stage of forma-
tion of premyelin fibers (Friede, Samorajski, 1968) that is at the time
when one axon is connected with one Schwann cell (Cravioto, 1965;
Gamble, 1966; Ochoa, 1971).

These data allowed to distinguish 4 stages of the development of
Schwann cells (Cravioto, 1965): 1) formation of cellular cords along
bundles of axons, 2) cell migration, 3) cell division, 4) myelin formation.

On achievement of 1:1 ratio of axon — Schwann cell the cell cea-
ses to divide, matures and begins to produce myelin.

In the myelinating sciatic nerve of rat the proportion of proliferating
Schwann cells drops from 27% to about 4% after 15 days. In this pe-
riod fibers are gradually assuming premyelinating stage and then be-
come myelinated (Friede, Samorajski, 1968). Similar phenomena were
found in the sciatic nerve of mouse (Asbury, 1967).

Like in the central nervous system myelination begins with formation
of internal mesaxon. After approximately 3 loose turns of mesaxon its
following turns produce compact myelin sheath. Adjacent Schwann cells
form myelin sheath on axon segments. The Ranvier’s nodes are formed
between the particular segments. The finger-like processes which form
with progressing myelination in Ranvier’s nodes are typical only of
the peripheral nerve fiber (Peters, Vaughn, 1970). They represent an
extension of Schwann cell cytoplasm which surrounds from the outside
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the last myelin lamella. The basal lamine envelops the entire myelin
fiber with Ranvier’s node. The length of the internode depends upon the
diameter of axon like in the central nervous system (Peters, Vaughn,
1970).

Unlike in the central nervous system, however, Schmidt-Lantermann
clefts are present in the internodes. They are formed by oblique bulging
of the Schwann cell cytoplasm intervening between the myelin sheath
lamellae (Peters, Vaughn, 1970; Webster, 1971).

In all animal species (Matthews, 1968) the increase of axon diameter
(Friede, Samorajski, 1968) stimulates myelination. The thinnest mature
myelinated nerve fibers in the peripheral nervous system have the dia-
meter of about 1 wum while in the central nervous system even thinner
myelinated fibers are present (Matthews, 1968).

With the myelination of fiber the ratio ,,axoplasm — Schwann cell
cytoplasm” rises. At the beginning of myelination the axoplasm accounts
for 20% of fiber volume, while in the mature myelinated fibers this
value rises to 80% (Friede, Samorajski, 1968).

The myelination which continues after birth in man and animals
not only results in thickening of the sheath, but also in an increase in
number of myelinated fibers both in the spinal roots (Rexed, 1944), and
in the peripheral nerves (Drac, 1977). However, in the anterior root 27%
of fibers remain nonmyelinated (Coggeshall et al.,, 1975). A gradual in-
crease of the diameter of axon and in the number of myelin lamellae
in the spinal roots of man result at the age of 5—9 years (Rexed, 1944)
in a constant ratio: axon diameter — thickness of myelin sheath — in-
ternodal length. The distribution of the axon diameters corresponds to
that in the adult.

The sensory and motor conduction velocity are the functional signs
of nerve maturation. Already during the developmental period it achie-
ves the values found in adults. This occurs at the age of 3—5 years,
first in the ulnar and thereafter median nerves. In the peroneal nerve
the conduction velocity typical of adults is found already in children
aged 2—3 years (Ryniewicz, 1975).

The information on the myelination of human spinal roots and peri-
pheral nerves is far from complete. Myelination of anterior roots pre-
cedes that of the posterior ones (Larroche, 1965). The report of Rexed
(1944) is of particular value. His data on the human peripheral nervous
system constituted the basis for further studies and have later been
confirmed by electron microscopy. However, these studies (Rexed, 1944)
dealt only with the postnatal myelination of the peripheral nervous
system. The present study was undertaken to complete the data on
myelination curing fetal development.
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Fig. 1. Case E8, 18th week, Cg Anterior root. Scant myelinating fibers. Scarce
Schwann cells. Kliiver-Barrera, X 270.

Ryc. 1. Przyp. E8 18 tyg. Cs Korzen przedni. Niezbyt liczne mielinizujace sie
wl6kna. Nieliczne komérki Schwanna. Met. Kliivera-Barrery. Pow. 270 2 45
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MATERIAL AND METHODS

The material consisted of 6 human fetuses aged from 16—17 to 34
weeks, and 6 newborns and infants aged from one day to 3 years. De-
tailed data about the material and methods are described in part I of
this paper (Rafalowska, 1979).

RESULTS AND DISCUSSION

Results summarized in table 1 indicate that evident myelination of
the anterior spinal roots in the cervical segment was present already
in the 18th week of fetal (Fig. 1). At the same time entire cyto-
plasm of anterior horn motor cells at this level was filled with tigroid,
on the contrary to segment S;, where in most of the motor cells tigroid
was situated on the periphery. A distinct myelination of the anterior
roots in the lumbo-sacral segment was observed in a 34-week fetus
that is, at a time when the appearance of motor cells with respect to
tigroid was identical in the cervical and lumbo-sacral segments.

In the period between the 18th and 27th week myelination in the
lumbo-sacral segment was seen only in few fibers (Fig. 9). This is in an
agreement with observations of others (Larroche, 1965) that the po-
sterior roots myelinated later than the anterior ones (Figs. 5, 6, 7, 10,
11). At the age of 18 weeks only single fibers of the cervical segment
possess a very thin myelin sheath (Fig. 2), while in the lumbosacral
segment this was observed in the 26th week.

Fig. 2. Case E8, 18th week, Cs. Posterior root. Single myelinating fibers. Rather
numerous Schwann cells. Kliver-Barrera. X 270.

Ryc. 2. Przyp. E8. 18 tyg. Cg. Korzen tylny. Pojedyncze mielinizujace sie wiokna.
Dos¢ liczne komorki Schwanna. Met. Kliivera-Barrery. Pow. 270 X.
Fig. 3. Case E8, 18th week, Cg Early myelination of medial bundle of posterior
root. Kliiver-Barrera. X 270.
Ryc. 3. Przyp. E8, 18 tyg. Cs. Poczatek mielinizacji wlokien wigzki przysrodkowej
korzenia tylnego. Met. Kliivera-Barrery. Pow. 270 X.
Fig. 4. Case E8, 18th week, S;. Division of the posterior root into large bundles.
Numerous Schwann cells. Kliuver-Barrera. X 270.
Ryc. 4. Przyp. E8. 18 tyg. S;. Podzial korzenia tylnego na duze peczki. Liczne ko-
morki Schwanna. Met. Klivera-Barrery. Pow. 270 X.
Fig. 5. Case E2. 20th week. Th,. Contrast between degree of myelination of anterior
(lower) and posterior (upper) roots. Kliver-Barrera. X 270.
R.yc. 5. Przyp. E2. 20 tyg. Th;. Kontrast w stopniu mielinizacji korzenia przed-
niego (od do.u) i korzenia tylnego (od goéry). Met. Kliivera-Barrery. Pow. 270 X.
Fig. 6. Case E10. 27th week. Cg. Anterior root. Marked myelin sheaths of nume-
rous fibers on longitudinal section. Kliiver-Barrera. X 270.

Ryc. 6. Przyp. E10. 27 tyg. Cs. Korzen przedni. Wyrazne ostonki mielinowe w licz-
nych wiéknach na przekroju podluznym. Met. Kliivera-Barrery. Pow. 270 X.
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Fig. 7. Case E10. 27th week, Cg Posterior root. Myelin sheaths almost invisible
both on cross- and longitudinal sections. Numerous Schwann cells. Kliiver-Barrera.
X 270.

Ryc. 7. Przyp. E10. 27 tyg. Cs. Korzea tylny. Oslonka mielinowa prawie niewidocz-
na zaré6wno na przekroju poprzecznym jak podluznym. Liczne komoérki Schwanna.
Met. Kliivera-Barrery. Pow. 270 X.
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In numerous fibers of posterior roots distinet myelin sheath were vi-
sible in the 34th week in both studied segments of the spinal cord (Figs.
11, 12). However, they stained less intensively and were less numerous
than in the anterior roots of the cervical segment.

Table 1 indicates that in the cervical segment the anterior roots mye-
linate earlier and more intensively than the anterior roots in the lumbo-
-sacral segment and the posterior roots of both segments of the spinal
cord.

The great difference of age (7 weeks) between the two fetal cases ma-
kes it difficult to determine whether myelination proceeds gradually
or rapidly, and when it begins.

To our knowledge, no report has been appeared so far on the devel-
opment of myelination of human fetal spinal roots. Our material seems
to indicate that after the 10th day of extrauterine life myelination in-
volves more or less equally the anterior and posterior roots in the cer-
vical segment and the anterior roots in the lumbo-sacral segment (Figs.
14, 15, 16, 17). The intensity of staining of the sheath probably depends
on its thickness, being greatest in the anterior roots of the cervical seg-
ment. The myelination of posterior roots of the lumbo-sacral segment
seems to be less intensive in all studied cases than in other spinal roots
(Figs. 4, 12, 18). These data are compatible with the results of quantita-
tive studies of Rexed (1944).

Fig. 8. Case E10. 27th week. Cg. More advanced myelination of Burdach’s than of
Goll's tract. Myelination of medial bundle (MB) and ascending fibres (AF) of
posterior root. Kliiver-Barrera. X 65.

Ryc. 8. Przyp. E10. 27 tyg. Cg. Wyrazniejsza mielinizacja peczka Burdacha niz Golla.
Mielinizacja wiazki przysrodkowej (MB) oraz wiodkien wstepujacych (AF) korze-
nia tylnego. Met. Kliivera-Barrery. Pow. 65 X
Fig. 9. Case E10. 27th week, S.. Anterior root. Very thin myelin sheaths of single
fibers. Numerous Schwann cells. Similar appearance of the posterior root. Klii-
ver-Barrera. X 270.

Ryc. 9. Przyp. E10. 27 tyg. S,. Korzen przedni. Bardzo cienka ostonka mielinowa
w pojedynczych wiloknach. Liczne komoérki Schwanna. Podobny obraz w korzeniu
tylnym. Met. Kliivera-Barrery. Pow. 270 X.

Fig. 10. Case E5. 34th week, Cg. Anterior root. Numerous myelinating fibers. Kli-
ver-Barrera. X 270.
Ryc. 10. Przyp. E5. 34 tyg. Cg Korzen przedni. Liczne mielinizujgce sie wiodkna.
Met. Kliivera-Barrery. Pow. 270 X.
Fig. 11. Case E5. 34th week, Cs. Posterior root. Less numerous myelinating fibers,
more delicate myelin sheath. Kliver-Barrera. X 270.
Ryc. 11. Przyp. E5. 34 tyg. Cs. Korzen tylny. Mniej liczne mielinizujgce sie wlokna,
delikatniejsza ostonka mielinowa. Met. Kliivera-Barrery. Pow. 270 X.
Fig. 12. Case E5. 34th week, S;. Posterior root. Less numerous fibers with myelin
sheaths. Kliiver-Barrera. X 270.

Ryc. 12. Przyp. E5. 34 tyg. S,. Korzen tylny. Mniej liczne wl6kna z ostonka mie-
linowa. Met. Kliivera-Barrery. Pow. 270 X.
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Table 1. Myelination of the spinal roots and medial bundle of the posterior root in fetal life and after birth

Tabela 1. Mielinizacja korzeni rdzeniowych i wiazki przysrodkowej korzenia tylnego w rozwoju plodowym i po urodzeniu

Anatomice structure

Age of fetus

Age of infant

Struktura Wiek plodu Wiek dziecka
anatomiczna
weeks weeks weeks weeks weeks weeks  day days month  month months years
16 18 20 25 27 34 1 10 1 3 8 8
tyg. tyg. tyg. tyg. tyg. tyg. doba dni mies. mies. mies. lat o
Radix ant. Cc — — i = S G AR § e i o e SRy e S o e o S &’:‘;
L8 — — + + + + +  ++  H++ 4+ E
Radix post. C e == = = o == e T T e i S e ST e M e e e s B P é
L—S — — o = = S . R efe =iy s e S 5
Fasciculus
med. rad.
post. c e + =k == N = R et R e L e N N el o R
L—S = e o - SE pEe e e e R R Qo e nE S e W SRR S P el o0 2
Cc — cervical segment 4 — single myelinating fibers -+ -4 — numerous myelinating fibers
C — odeinek szyjny 4 — pojedyneze mielinizujace si@ widokna -+ -+ — liezne mielinizujace si¢ widkna
L—S — lumbo-sacral segment -+ — rather numerous myelinating fibers +++4 — very numerous myelinating fibers
L—=S - odeinek ledZzwiowo-krzyzowy + — doé¢ liczne mielinizujgce siq wldkna -+ - -+ — bardzo liczne mielinizujgce sig wiok-
na
2z
)
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The studies of the sensory sural nerve of deceased children confirmed
also delayed myelination of posterior roots, particularly in the sacral
segment (Drac, 1977). In a 6-year child the histogram of the sural ner-
ve was similar to that of the ulnar nerve of a child, aged 8 months, and
the thickest fibers were 3 um thinner than in the ulnar nerve.

The conduction velocity in the sural nerve in 1-month-old children
is lower than in the ulnar nerve and rises with age in both nerves
(Buchtal et al., 1975).

These data (Buchtal et al., 1975; Drac, 1977; Rexed, 1944) indicate
predominance of thin fibers in posterior roots. This predominance is
probably related to the slower and longer lasting myelination of po-
sterior roots and sensory nerves as compared to anterior roots and mix-
ed nerves. Myelination in the peripheral nervous system begins in the
fibers of about 1 um diameter (Matthews, 1968) that means thicker than
in the central nervous system. Maybe, this is the cause of the rather
unexrected values shown in Table 1. It is true that the medial bundle
of the posterior root, composed of the centrifugal fibers with respect to
the maternal cell, myelinates in the same period as the posterior root
in a given segment, but more intensively and rapidly (Table 1, Figs. 3,
733 13);

The studies on rats (Steer, 1971) indicate that at the site of the en-
trance of the posterior root into the spinal cord a dome-like glial zone
is formed in which the marginal glial cells cover the intraspinal part;
of the root. Thus, the fibers of the posterior root are present in the zone
of influence of oligodendrocytes but not Schwann cells. In the central
nervous system myelinaticn involves much thinner fibers than in the
peripheral one. The fiber diameter of 0.3 um (Matthews, 1968) can sti-
mulate the oligodendrocytes to start myelination while this in the ex-
traspinal part of the root begins in the fibers of about 1 wm diameter.
The cells of the intervertebral ganglion do not seem to play any role
probably since the beginning of myelination manifests its full or almost
full maturity.

Our material, as well as that of other authors (Larroche, 1965), indi-
cate that within the spinal cord the reflex arc at the cervical level is
the first to myelinate. However, the myelination of the reflex arc both
in the cervical and lumbo-sacral segment of the spinal cord is many
weeks delayed with respect to the reflectory activity of the fetus.

The first reflexes can be induced in human fetuses in very early stu-
ge of development, namely from the 7.5th week of intrauterine life.
Thus, myelination of the nervous system is not responsible for the early
reflexes of the fetus. The reflexes are related to the development of
sensory skin receptors of the trigeminal nerve in the 7.5th week of fe-
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Fig. 13. Case E5. 34th week, S;. Marked myelination of Goll’s tract and ascending
fibers of posterior root. Kliiver-Barrera. X 100.

Rye. 13. Przyp. E5. 34 tyg. S;. Wyrazna mielinizacja peczka Golla i wtokien wste-
pujacych korzenia tylnego. Met. Kliivera-Barrery. Pow. 100 X.
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tal life (Humprey, 1964) to the presence of muscle spindles in 3-month
fetuses (Klishov, 1960), and to the primitive motor endings in the in-
tercostal muscles in the 7th— 8th week (Mawrinskaja, 1960), and in
other muscles in the 9th (Kamieniecka, 1968) and 10th week (Fidzian-
ska, 1971). Recently, formation of numerous connections between the im-
mature motor plates and myotubes was observed in the muscles of lo-
wer extremities in the 9th—13th week (Toop, 1975). It is worth em-
phasizing that from the 19th week on, two histochemical types of fi-
bers differentiate (Toop, 1975). It results from our observations that
this coincides with increasing myelination of anterior roots and motor
fibers of peripheral nerves.

Our observations confirm the principle of cranio-caudal and proxi-
mal-distal direction of the human ontogenesis as is true in all verte-
brates. There are, however, some deviations from this principle e.g. the
fingers of man differentiate earlier than the entire hand, the periphe-
ral innervation of limbs can be discerned already in the period when
the limbs are not yet differentiated (Poliakow, 1960), the spinal roots
myelinate later in the thoracic segment than in the lumbo-sacral seg-
ment (Rexed, 1944) and so on. Similar examples exist also in animals.
There is an opinion (Anochin, 1964) that the complexes of neurons be-
longing to various or the same anatomical structures but participating
in essential reflectory activity develop simultaneously and early. This

Fig. 14. Case N4. 1 month, Cg. Anterior root. Numerous axons surrounded by evi-
dent myelin sheath. Kliiver-Barrera, X 280.
Ryc. 14. Przyp. N4. 1 miesigc. Cq. Korzen przedni. Liczne aksony otoczone wyrazng
oslonka mielinowa. Met. Kliivera-Barrery. Pow. 280 X.

Fig. 15. Case N4. 1 month, Cg Posterior root. Myelin sheath of numerous fibers
stains less intensively than in anterior root. Kliver-Barrera. X 270.
Ryc. 15. Przypadek N4. 1 miesiac. Cg. Korzen tylny. Mniej intensywnie barwigca
sie ostonka mielinowa licznych wiékien w poréwnaniu z korzeniem przednim.
Met. Kliivera-Barrery. Pow. 270 X.

Fig. 16. Case N2. 3 months, Cg. Anterior root. Distinct, thick myelin sheath in
loosely arranged axons. Kliiver-Barrera. X 270.
Ryc. 16. Przyp. N2. 3 miesiace. Cg. Korzen przedni. Wyrazna gruba ostonka mieli-
nowa w luzno ulozonych aksonach. Met. Kliivera-Barrery. Pow. 270 X.
Fig. 17. Case N2. 3 months, L;. Anterior root. Uniform marked myelination of
fibers of similar thickness. Kliver-Barrera. X 270.

Rye. 17. Przyp. N2. 3 miesiace. Ly. Korzen przedni. R6wnomierna, wyrazna mieli-
nizacja wilokien, wykazujacych podobna grubosé. Met. Kliivera-Barrery.
Pow. 270 X.

Fig. 18. Case N2. 3 months, L;. Posterior root. Less numerous myelinating fibers.
Fibers of wvariable thickness. Kliiver-Barrera. X 270.

Ryc. IR,. Przyp. N2. 3 miesiace. Ly, Korzen tylny. Mniejsza liczba mielinizujgcych
sig wilokien. Wibkna wykazuja bardzo rézna grubosé. Met. Kliivera-Barrery.
Pow. 270 X.
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structural-functional system, developing and consolidating in the phy-
logenesis, plays an adaptative role in the life of man and animals.

CONCLUSIONS

1. The spinal roots myelinate earlier than the central tracts.

2. The anatomical structures which constitute the reflex arc and thus
play an essential role in newborn’s life myelinate earliest.

3. The anterior roots of the segment Cg — Th,; are the first to myeli-
nate, followed by the posterior roots Cg — Th;, and anterior roots
L; — S;.

4. The myelination in the central nervous system of thinner nerve
fiber than in the peripheral one causes, perhaps, that the process is more
intensive in the intraspinal portion of the posterior root.

J. Rafalowska

WYBRANE PROBLEMY ROZWOJU I STARZENIA W UKLADZIE
NERWOWYM

II. Mielinizacja korzeni rdzeniowych w II polowie Zycia plodowego i w okresie
wezesno-dziecigcym.

Streszczenie

Ocena mielinizacji korzeni rdzeniowych przednich i tylnych w odcinku szyjnym
i ledzwiowo-krzyzowym w 6-ciu przypadkach plodowych (w wieku 16—17 tyg. —
34 tyg.) oraz 6-ciu przypadkach dzieciecych (w wieku 1 dzien — 3 lata) wykazala:
Korzenie przednie w odcinku Cg — Th,; zaczynaja sie mielinizowaé¢ najwczesniej;
w 18-tym tygodniu zycia plodowego wykazujg juz wyrazng mielinizacje. Korzenie
tylne w odcinku Cg — Th; wykazuja w 18-tym tygodniu zycia plodowego jedynie
pojedyncze mielinizujace sie widkna, podobnie do korzeni przednich w odcinku
Ls — S;. W korzeniu tylnym odcinka Ls; — S; pojedyncze mielinizujgce sie widkna
stwierdza sie o 2 tygodnie p6zniej. Korzenie przednie i tylne w odcinku szyjnym
mielinizuja sie¢ intensywniej, niz analogiczne korzenie w odcinku ledZwiowo-krzy-
zowym. Wigzka przysrodkowa, czyli cze$¢ wewnatrzrdzeniowa korzenia tylnego
mielinizuje si¢ intensywniej, niz cze$¢ zewnatrzrdzeniowa korzenia tylnego. Doty-
czy to zarébwno odcinka szyjnego jak i ledzwiowo-krzyzowego.. W odcinku szyj-
nym mielinizacja pojawia sie¢ o 2 tygodnie wczesniej.

. PadpanoBcka
U3SBPAHHBIE ITPOBJIEMBI PA3BUTUS U CTAPEHUA B HEPBHOJM CUCTEME

II. Muenuuusaumsa CIMHHOMO3TOBBIX KOPELIKOB BO BTOPOJ IIOJOBUHE BHYTPUYTpPOO-
HOM ZKM3HM M B PaAHHMM JETCKUI INEePUOX

Pezwome

Onenka MMEIMHM3ALMM NEPEeAHMX M 3aJAHMX CIMHHOMO3TOBBIX KOPEIIKOB B Ilei-
HOM M ITOACHUMYHO-KPECTIIeBOM OTpe3Ke B 6 cayuasax maojgoB (Bo3pacTom 16—17 no
34 Heznenb), a Takxke B 6 ciayyasax geTckKoro mnepmoja (B Bo3pacre 1 aenb — 3 roja)
nokasaja, 4TO:
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Ilepenunue xopemkyu B OTpe3ke Cyg—T, HAUMHAIOT MMEIMHM3MPOBATHCA DaHbIIE
BCEro; K 18 nezese BHYTPuUyTpOOHOM XMU3HM OOHAPYIKMBAIOT yKe OTYETIMBYIO MMUEIM-
HU3aLMIO.

Bagume kKopemku B orpe3ke Cg—Th; K 18 Hegene BHYTPUyTPOOHON KMU3HN
00HApPYXRMBAIOT JIMILIL OTJEJbHbIE MMEIMHU3UPYIOIIMECcs BOJOKHA, MOXOOHBIM 0Opa3zom
KaK nepejHye KOpelKyu B oTpe3ke L;—S;.

B 3aznem Kopemke orTpe3ka Ls;—S; OTAeNbHbIE MMEIMHU3UPYIOIMECHd BOJIOKHA
obHapysXMBAIOTCA 2 HeJenu Io3xe. Ilepeinue M 3ajlHMe KOpPEIUKM B IIETHOM
OTPEe3Ke MUEIMHMU3UPYIOTCA 00Jiee MHTEHCUMBHO 4YeM aHAJIOTMYHble KOPEIIKM B TI0sC-
HUYHO-KPECTIIEBOM OTpe3ke. MeamanbHbDI MOy4YeK, WJIM BHYTPEHHAA 4YacTb 3aJHero
KOpellKa, MueJIMHu3upyercd 00jiee MHTEHCHMBHO 4YeM HapyzKHas 4YacTb 3aJHEro
Kopemiga. KacaeTcss 9T0O KakK IIEMHOTO TaK WU MOACHMYHO-KPECTILOBOTO OTPE3KOB.
B mreitnoM OTpe3ke MUeIMHM3aUUA NOABJIAETCA HA 2 HeAedM PaHbllle.
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REAKCJA UKLADU PODWZGORZOWO-PRZYSADKOWEGO
SZCZURA
NA STRES WYWOLANY UNIERUCHOMIENIEM

Pracownia Ultrastruktury Ukladu Nerwowego.
Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej Polskiej Akademii Nauk
Kierownik: Prof. dr med. J. W. Borowicz

Dotychczasowy poglad o regulacji czynnosci ukladu podwzgérzowo-
-przysadkowego w stanie stresu opiera sie glownie o wyniki badan bio-
chemicznych i fizjolegicznych. W zwigzku z aktualnymi problemami
medycyny kosmicznej interesujace wydaje sie poznanie rodzaju i za-
kresu zmian zachodzacych w organizmie w warunkach ograniczonej
zdolnosci ruchowej, w zaleznosci od stopnia i czasu trwania czynnika
stresogennego.

Wykazano, ze dlugotrwale unieruchomienie wywoluje zaburzenia
metabolizmu i regulacji hormonalnej zaré6wno u ludzi jak i u zwierzat
(Kvetnansky i wsp. 1970; Paul i wsp. 1971; Reklewska i wsp. 1972; To-
maszewska, Poczopko 1972).

Na podstawie badan biochemicznych, prowadzonych na szczurach pod-
danych kilkutygodniowemu unieruchomieniu, stwierdzono obnizenie
syntezy bialek w watrobie, nerce, sercu i mie$niu szkieletowym (Fedo-
rov i wsp. 1973; Fedorov 1970, 1973) oraz zmniejszenie calkowitej ilos$ci
aminokwaséw we wszystkich tkankach o 20% w poréwnaniu z normg.
Opisywano roéwniez zmniejszenie zawartosci glikogenu w miesniach
(Bergstrom i wsp. 1967; Baranski i wsp. 1975) oraz wykazano zmniej-
szenie objetosci serca i uposledzenie metabolizmu weglowodanowego w
komorach serca (Prokhaska i wsp. 1973). Dlugotrwate unieruchomienie
prowadzito réowniez do zwiekszonej diurezy i pobierania wody, czemu
jednak nie towarzyszyly zmiany w rozmieszczeniu pltynoéw ustrojowych
(Sokocinska 1973 a, b).

W dostepnym pi‘miennictwie znaleziono nieliczne doniesienia na te-
mat reakeji ukladu podwzgérzowo-przysadkowego na stres wywolany
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unieruchomieniem (Andrianova 1971; Sapronov i Ryzhenkov 1974), dla-
tego tez celem naszej pracy byla proba uchwycenia zmian cytofizjolo-
gicznych w ultrastrukturze ukladu neurosekrecyjnego podwzgorza
szczura, w warunkach stresu spowodowanego krétkotrwalym, lecz cat-
kowitym unieruchomieniem oraz dlugookresowym, lecz czeSciowym o-
graniczeniem zdolno$ci ruchowych.

MATERIAL I METODY

Do$wiadczenie przeprowadzono na 28 dwumiesiecznych szczurach,
samcach szczepu Wistar, wagi okolo 200 gramoéow. W doswiadczeniu za-
stosowano dwie metody unieruchomienia zwierzat:

I. 10 szczuréow z calkowitym ograniczeniem ruchéw na okres dwoéch
dni, przez umieszczenie kazdego zwierzecia w ciasnym drucianym pan-
cerzu, catkowicie eliminujacym ruch, z wyjatkiem nieznacznych ruchow
glowy dla przyjmowania pokarmu.

II. 10 szczuré6w umieszczonych na okres trzech tygodni w specjalnych
matych klatkach zmniejszajacych ruchliwo$¢ zwierzat do maksimum
(zwierzeta mogly z trudnoscig wykona¢ niepelny obroét).

Obydwie grupy zwierzat dostawaly jedzenie i picie ad libitum. Po-
zostale 8 zwierzat stanowilo kontrole. Do badan morfologicznych w mi-
kroskopie elektronowym pobrano wycinki z jadra nadwzrokowego i ja-
dra przykomorowego podwzgoérza i czesci nerwowej przysadki szczura.
Material utrwalono w 4% aldehydzie glutarowym w buforze fosforano-
wym o pH = 7,4 przez 1,5 godz., a nastepnie w 2% OSO, przez 2 godz.
Odwadniano w alkoholach o wrastajacym stezeniu i zatapiano w Epo-
nie. Ultracienkie skrawki dobarwiano na siatkach octanem urynylu
i cytrynianem otowiu. Zdjecia wykonano w mikroskopie elektronowym
JEM—T7A.

WYNIKI

I. Badania mikroskopowo-elektronowe zwierzat poddanych catkowitemu
unieruchomieniu na okres 2 dni

Jadro nadwzrokowe i jadro przykomorowe

Ze wzgledu na podobny charakter i nasilenie obserwowanych zmian
podane opisy beda dotyczyly neuronéw obydwu jader sekrecyjnych.

We wszystkich obserwowanych komoérkach jader sekrecyjnych stwier-
dza sie obecnos¢ duzych jader komérkowych o nieregularnym ksztai-
cie z glebokimi wglobieniami (Ryc. 1, 3). Jadra komérkowe wygelnione
sg chromatyna rozmieszczong réwnomiernie, niekiedy tylko tworzgcy
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wieksze skupienia tuz przy blonie jadrowej. W nukleoplazmie zwraca
uwage dos¢ duza ilos¢ ziarnistosci perichromatynowych i jedno lub dwa
jaderka o duzej gestosci elektronowej, w ktérych mozna wyro6zni¢ czesc
fibrylarng i granularna.

W cytoplazmie neuronéw sekrecyjnych obserwuje sie charakterystycz-
re rozmieszczernie organelli komorkowych. W strefie okolojgdrowe;
znajduje si¢ silnie rozwiniety kompleks GERL, z duzg iloscig dojrza-
tych ziarnistofci ncurosekrecyjnych oraz malych pecherzykow wypet-
nionych materiatem o réznej gestosci elektronowej, pozostajacych w blis-
kim sgsiedztwie z karalami aparatu Golgiego (Ryc. 2, 3). Zwraca tez u-
wage dos¢ duza ilos¢ lizosomow i cialek gestych oraz dwa rodzaje cia-
fek wielopecherzykowych, jasne i ciemne. (Ryc. 1, 3). W wielu neuro-
nach obserwuje sie takze poszerzenie kanalow aparatu Golgiego (Ryec.
2, 3) oraz obecno$¢ w jego waskich kanalach substancji bezpostaciowej
o riewielkiej gestosci elektronowej. Siatka ergastoplazmatyczna utozo-
na jest w obwodowych partiach neuronu dos¢ regularnie w postaci wy-
diuzonych, licznych waskich kanaléw pokrytych rybosomami (Ryc. 2).
Niekiedy kanaly moga by¢ krétkie i poszerzone, wypelnione niewielky
iloscig klaczkowatej substancji oraz pokryte malg iloscig rybosomoéw.
W cytoplazmie neuronéw zwraca uwage duza ilo$¢ polirybosoméw i
owalnych lub wydtuzonych mitochondriow uktadajacych sie przewaznie
w poblizu aparatu Golgiego. Znamisnna wydaje sie by¢ ilo$¢ neurotu-
buli o roznej cdlugosci, rozrzuconych w cytoplazmie z pewng regular-
roscig (Ryc. 4).

Cze$¢ merwowa przysadki

W przewazajacej liczbie zakonczen wilékien nerwowych systemu pod-
wzgorzowo-przysadkowego zwraca uwage duza ilo$¢ ziarnistoéci neuro-
sekrecyjnych — typowych, otoczonych pojedyncza blong, wypelnionych
substancja homogenna o duzej gestosci elektronowej. Obok tych ziar-
nistosci wystepuja jeszcze inne, rowniez otoczone blong, lecz wypel-
nione materialem drobnoziarnistym o mniejszej gestosci elektronowej
i trzeci rodzaj ziarnistoéci — z niewidoczng blong otaczajgcg (Ryc. 5).
We widknach spostrzega sie zmienng ilos¢ mitochondriéw i bardzo liczne
neurotubule, doskonale widoczne w przekrojach podtuznych wiokien
(Ryc. 6). Wildkna lezgce w poblizu naczyn krwionosnych zawieraja
znaczrg ilos¢ mikropecherzykow (Ryc. 7). Spotyka sie takze wldkna,
ktore oprocz wyzej wymienionych struktur zawierajg duze ilosci cial
lizosomo-podobnych i kloniastych (Ryc. 8). W pituicytach widoczna jest
dobrze rozwinieta siatka ergastoplazmatyczna oraz znaczna ilos¢ struk-
tur o charakterze lipidow zajmujacych duze obszary cytoplazmy.
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JI. Badania mikroskopowo-elektronowe zwierzat poddanych czesciowemu
3-tygodniowemu unieruchomieniu

Jadro nadwzrokowe i przykomorowe

Roéwniez w tej grupie doswiadczalnej neurony obydwu jader neuro-
sekrecyjnych wykazujg ten sam typ zmian morfologicznych, wobec te-
go opisano je lacznie. Komorki sekrecyjne lezgce blisko obok siebie,
posiadajg charakterystyczne jadra komorkowe wykazujace nieznaczne
tylko inwaginacje blon jadrowych. Chromatyna jadrowa jest réwno-
miernie rozmieszczona, a elektronowo-geste jaderko jest zwykle poje-
dyncze. Komrlcks GERL zlokalizowany jest w strefie okolojgdrowej.
Zwraca uwage dobrze rowwiniety ararat Golgiego, w ktorego okolicy
przewazaja drobre pecherzyki i cialka wielopecherzykowe. Ziarnisto$ci
neurosekrecyjnc wystepuja tylko pojedynczo, natomiast zwraca uwage
znaczna ilosé lizosomow, ciatek gestych lub tworéw lizosomo-podobnych
z kroplowatymi przejasnieniami (Ryc. 9). Siatka ergastoplazmatyczna
jest bardzo dobrze rozwinieta, szczegoélnie w peryferycznych czesciach
neuronu i regularnie pokryta rybosomami, za§ w cytoplazmie znajduje
sie duza ilos¢ polirybosoméw. Mitochendria wystepujace w obszarze apa-
ratu Golgiego, sg zwykle owalne lub wydluzone, o gestej macierzy.
1loé¢ neurotubul rozrzuconych przyradkowo w cytoplazmie jest zdecy-
dowanie mniejsza w porownaniu z iloscia wystepujacag w grupie opisa-
nej poprzednio. W cytoplazmie spotyka sie takze luzno lezace tzw. cia-
la jaderko-podobne.

Czes¢ merwowa przysadki

Zakonczenia wlékien nerwowych zawieraja mniej liczne ziarnistosci
neurosekrecyjne, w poréwnaniu z poprzednio opisang grupa doswiad-
czalng. Obok ziarnistosci spotyka sie w nich okragle mitochondria, mi-
kropecherzyki i neurotubule oraz pojedyncze ziarnistosci glikogenowe.
We wildknach znajdujacych sie obok naczyn krwionosnych ilos¢ mikro-
pecherzykow wydaje sie by¢ zwigkszona (Ryc. 10). Wsrod wiokien o bu-

Ryec. 1. Unieruchomienie caltkowite-dwudniowe. Jadro nadwzrokowe. Fragment

jadra komoérkowego z glebokimi inwaginacjami. Widoczne elektronowo-geste ja-

derko i liczne ziarnisto$ci perichromatynowe (strzalki). W cytoplazmie aparat Gol-

giego, ziarnistosci neurosekrecyjne, ciala wielopecherzykowe i mitochondria.
Pow. 28.800 X.

Fig. 1. Two-day complete immobilization. Supraoptic nucleus. Fragment of cell

nucleus with deep invaginations. Electron dense nucleolus and numerous perichro-

matin granules (arrows). In cytoplasm Golgi apparatus, neurosecretory granules,
multivesicular bodies and mitochondria. X 28 800.
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Ryc. 2. Unieruchomienie calkowite-dwudniowe. Jadro przykomorowe. We frag-

mencie cytoplazmy dobrze rozwiniety aparat Golgiego i liczne ziarnistosci neuro-

sekrecyjne, ciatka geste i lizosomy oraz dobrze rozwinieta siatka ergastoplazma-
tyczna. Pow. 28.800 X.

Fig. 2. Two-day complete immobilization. Paraventricular nucleus. In a fragment

of cytoplasm — well developed Golgi apparatus, numerous neurosecretory gra-
nules, dense bodies, lysosomes and well developed ergastoplasmic reticulum.
X 28 800.
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Kyc. 3. Unieruchomienie calkowite-dwudniowe. Jadro nadwzrokowe. Jadro ko-
moérkowe z glebokimi inwaginacjami. W cytoplazmie dobrze rozbudowany aparat
Colgiego, niektére jego kanaly poszerzone, liczne ziarnisto$ci neurosekrecyjne, cial-
ka geste, lizosomy i ciatka wielopecherzykowe oraz mitochondria. Pow. 18.900 X.
Fig. 3. Two-day complete immobilization. Supraoptic nucleus. Nucleus with deep
invaginations. In cytoplasm — well developed Golgi apparatus, some of its chan-
nels dilated, numerous neurosecretory granules, dense bodies, lysosomes, multi-
vesicular bodies and mitochondria. X 18900.
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dowie zblizonej do normy spotyka sie takze pojedyncze wiokna zawie-
rajace liczne lizosomy oraz figury mielinowe, wystepujace obok ziarni-
stoéci neurosekrecyjnych, pojedynczych mitochondriow i dos¢ licznych
neurotubul (Ryc. 11). Natomiast spotykane pituicyty charakteryzujag sie
obecno$cig duzego jadra, czesto o ksztalcie nieregularnym, oraz posiada-
ja bardzo rozwiniety aparat Golgiego. W ich cytoplazmie znajduje sie
dos¢ znacznra liczba cial tluszczowych i niekiedy ziarnisto$ci przypomi-
najace swoja budowa ziarnisto$ci neurosekrecyjne (Ryc. 12).

OMOWIENIE

Na podstawie przedstawionych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze w wa-
runkach dzialania czynnika strescgennego, jakim bylo w naszym do-
$wiadezeniu unieruchomienie zwierzat, nastepuje stymulacia ukladu pod-
wzgorzowo-przysadkowego. Reakcja badanego ukladu — produkeja i
uwalnianie hormonu antydiuretycznego lub innych hormonoéw, w odpo-
wiedzi na uzyty czynnik stresogenny — jest do$¢ trudna do oceny przy
uzyciu jedynie metod morfologicznych. Na podstawie zaobserwowanych
zmian mozna tylko posredrio sadzi¢ o aktywacji badanych neuronéow
sekrecyjnych, ktérej towarzyszy produkcja i uwalnianie hormonéw
podwzgorzowych. Do tej pory uwazano, ze jadro nadwzrokowe jest od-
powiedzialne za produkcje hormonu antydiuretycznego, a jadro przyko-
komorowe wytwarza oksytocyne (Thorn 1970), natomiast na podstawie
ostatnich doniesien (Tasso i wsp. 1976) mozna sadzi¢, ze wazopresyna
i oksytocyna sa wytwarzane zaréwno w jadrze nadwzrokowym jak i
przykomorowym, lecz w odrebnych neuronach. Niezaleznie od rodzaju
hormonu wydaje sig, ze hormony te, oraz ich bialka nos$nikowe — neu-
rofizyny — syntetyzowane sa w centrach ncurosekrecyjnych i zostajg
przcmieszczone do nerwowego plata przysadki, czego potwierdzeniem
moga by¢ zgrupowania ziarnistosci neurosekrecyjnych w okolicy blony
presyraptycznej (Green 1966). Charakter biatkowy produkowanych
przez komérki sekrecyjne hormonéw pozwala przypuszczaé, ze o stanie
czynro$ciowym neuronu moze $wiadezy¢ aktualny stan syntezy bialka.
Szybkosc i intensywnoé¢ tej syntezy moze by¢ wykladnikiem stanu czyn-

Ryc. 4. Unieruchomienie calkowite-dwudniowe. .Jadro przykomorowe. We frag-
mencie cytoplazmy zwraca uwage duza ile$é neurotubuli. Pow. 26.100 X.
Fig. 4. Two-day complete immobilization. Paraventricular nucleus. Numerous neu-
rotubules in a fragment of cytoplasm. X 26 100.

Ryc. 5. Unieruchomienie calkowite-dwudniowe. Nerwowa cze$¢ przysadki. We
wioknac widoczne obficie gromadzace sie ziarnisto$ci neurosekrecyjne.
Pow. 28.800 X.

Fig. 5. Two-day complete immobilization. Neurohypophysis. Abundant neurosecre-
tory granules in fibers. X 28 800.
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Ryc. 6. Unieruchomienie catkowite-dwudniowe. Nerwowa czes$¢ przysadki. Prze-
kroje poprzeczne i podluzne wilbkien. Oprocz ziarnistosci neurosekrecyjnych wi-
doczne mikropecherzyki i neurotubule. Pow. 13.500 X.

Fig. 6. Two-day complete immobilization. Neurohypophysis. Transverse and longi-
tudinal sections of fibers. Beside neurosecretory granules, microvesicles and neuro-
tubules. X 13 500.
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nosciowego ukladu neurosekrecyjnego. O stanie syntezy biatek w ko-
morce mozna sadzi¢ na podstawie badan morfologicznych w mikrosko-
pie elektronowym, oceniajac zachowanie sie ultrastruktur z nig zwig-
zanych (jadro komoérkowe, kompleks GERL, ergastorlazma), na podsta-
wie histochemicznych badan enzymoéw bedacych markerami poszczeg6l-
nych struktur, jak rowniez stosujac badania autoradiograficzne. Porow-
nujac tempo wbudowywania znakowanego izotopem promieniotwor-
czym aminokwasu do neuronéw jgdra nadwzrokowego i przykomorowe-
go, mozna sadzi¢ o szybkos$ci syntezy biatka, a co za tym idzie - neuro-
sekretu. Zaletg tych badan jest mozliwos¢ obserwowania przemieszcze-
nia wyznakowanego materialu z miejsca syntezy do nerwowej czesci
przysadki (Kwarecki 1973; Heap i wsp. 1975).

Badania prowadzone nad pobudzaniem lub hamowaniem syntezy bia-
tek w uktadzie podwzgérzowo-przysadkowym sa bardzo liczne. Stosowa-
ne czynniki stresogenne mozna ogélnie podzieli¢ na trzy grupy:

I hormonalne,
IT antymetabolity chemiczne,
IIT czynniki fizyczne.

Badania eksperymentalne czynnikow naleza-ych cdo pierwszej grupy
dotycza najczesciej hormonu antydiuretycznego, CRY, hormonéw przy-
sadki i kory nadnercza (Stark i wsp. 1974; Lymangrover, Brodish 1974,
Gajkowska 1975, 1976; Danielewicz 1975). Do czes'o stosowanych anty-
metabolitéw chemicznych nalezg: morfina, alkohol, aktynomycyna D,
kolchicyna, cykloheximid, vinblastyna itp. (Boudier 1973; Santolaya,
Echandia 1975, Gajkowska, Borowicz 1976; Borowicz, Gajkowska 1976:
Borowicz i wsp. 1977). Stosowano réwniez czynniki fizyczne takie jak:
podwyzszona temperatura, odwodnienie wywolane przez nierodawanie
wody lub podanie NaCl, glodzenie, przecieciz szypuly lejka i ostatnio
stosowane unieruchamianie zwierzgt (Borowicz, Gajkowska 1972; Nor-
strom, Sjostrand 1972; Vladimirov, Ivanova 1976).

W naszym doswiadczeniu wszystkie zaobserwowane zmiany morfolo-
giczne w ultrastrukturze neuronéw jadra nadwzrokowego, jadra przyko-
morowego i nerwowej czesci przysadki wskazujg na stymulacje ukltadu
neurosckrecyjnego u zwierzat unieruchomionych calkowicie na okres
dwoch dni. Zmiany $wiadczace o wzmozonej syntezie bialka, ktéra zaw-
sze poprzedzana jest przez synteze m-RNA, obserwujemy juz w ultra-
strukturze jadra komoérkowego badanych neuronéw sekrecyjnych. Jg-
derko wykazuje wyrazny wzrost objetosci, za§ w nukleoplazmie, w sg-
siedztwie wiokien chromatynowych widoczne sg liczne ziarnistosci peri-
chromatynowe, ktoére prawdopodobnie i w tych warunkach stresowych
biorg udzial w transporcie prerybosomalnego RNA z jadra do cytoplaz-
my (Gajkowska, Puvion 1977). Ewidentne zmiany wykazuje takze kom-
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pleks GERL. Rozbudowane sg silnie kanaly aparatu Golgiego, niekiedy
widoczny jest w nich material o $redniej gestosci elektronowej, ktéry
ulega odlaczeniu od blon gladkich aparatu Golgiego, zachowujgc lame-
larng ostonke, pochodzgcg prawdopodobnie z tych blon. W jego okolicach
widoczna jest duza ilos¢ drobnych pecherzykéw przypominajgcych nie-
dojrzaly neurosekret i wreszcie liczne ziarnistosci neurosekrecyjne, oraz
ciata wielopecherzykowe. Takie obrazy opisywane byly w innych ukla-
dach doswiadczalnych przez wielu autoréw i interpretowane jako prze-
jak aktywnos$ci neuronéow (Flamand-Durand, Dustin 1972; Borowicz,
Gajkowska 1972; Gajkowska 1975).

Nieprzypadkowe wydaje sie by¢ takze wystepowanie licznych neuro-
tubuli, ktorych rola i znaczenie jest w ostatnich latach szeroko dysku-
towane.

Przypuszczano, ze odgrywaja one role w roznych zjawiskach cyklu
komoérkowego, zwigzanych z ruchem cytoplazmy (Rebhun 1972) lub
wewnatrzkomérkowym ruchem organelli i innych wtretéw komoérko-
wych (Warchot i wsp. 1974). Ostatnie badania Graingera i Slopera (1971)
wykazaly, ze w ukladzie podwzgorzowo-przysadkowym sg one odpowie-
dzialne za transport polipeptydoéw. Potwierdzaja to rowniez nasze spo-
strzezenia, bowiem obserwowane przez nas znaczne zwigkszenie liczby
neurotubuli w cialach neuronéw, a takze na calym przebiegu wlokien
nerwowych i nawet w ich zakonczeniach, $wiadczy o wzmozonej szyb-
kosci przeplywu ziarnistosci neurosekrecyjnych do nerwowej czesci
przysadki.

Interesujacym takze wydaje sie obecnos¢ w cytoplazmie badanych
neuronoéw cial jaderkopodobnych. Na podstawie dos¢ juz obszernego na
ten temat piSmiennictwa, mozna stwierdzi¢ ich pojawianie sie, zawsze
w warunkach stymulacji badanych neuronoéw (kastracja, odwodnienie,
adrenalektomia). Ich dokladne pochodzenie oraz znaczenie fizjologicz-
ne jest ciggle kontrowersyjne. Ostatnie badania (Hindelang-Gertner i
wsp. 1974) sugeruja, Ze sa one zbudowane z rybonukleoprotein i maja

Ryc. 7. Unieruchomienie calkowite-dwudniowe. Nerwowa cze$é przysadki. Wiok-
na nerwowe w poblizu naczynia krwiono$nego. Widoczne ziarnisto$ci neurosekre-
cyjne, mikropecherzyki i mitochondria. Pow. 28.800 X.

Fig. 7. Two-day complete immcbilization. Neurophypophysis. Nerve fibers in the
vicinity of blood vessel. Neurosecretory granules, microvesicles and mitochondria.
X 28 800.

Ryc. 8. Unieruchomienie catkowite-dwudniowe. Nerwowa cze$¢ przysadki. W nie-
ktorych widknach widoczne figury mielinowe oprocz ziarnistosci neurosekrecyjnych
i mitochondriéw. Pow. 28.800 X.

Fig. 8. Two-day complete immobilization. Neurohypophysis. In some fibers myelin
figures, beside neurosecretory granules and mitochondria. X 28 800.
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Ryc. 9. Unieruchomienie czes$ciowe-trzytygodniowe. Jadro przykomorowe. We frag-
mencie neuronu zwraca uwage duza ilo$¢ cialek gestych, lizosomy i pojedyncze
ziarnisto$ci neurosekrecyjne. Pow. 28.800 X.

Fig. 9. Three-week partial immobilization. Paraventricular nucleus. In a fragment
of a neuron numerous dense bodies, lysosomas and single neurosecretory granules.
X 28 800.
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Rye. 10. Unieruchcmienie czg$ciowe-trzytygodniowe. Nerwowa cze$é przysadki. We
witknach przylegajacych do naczyn krwionosnych liczne mikropecherzyki oraz nie-
wielka ilo$¢ ziarnistosci neurosekrecyjnych. Pow. 28.800 X.

Fig. 10. Three-week partial immobilization. Neurohypophysis. Numerous micro-
vesicles and a small number of neurosecretory granules in fibers adjacent to
blood vessels. X 28 800.
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pochodzenie jaderkowe. Poniewaz spotyka sie je nie tylko w cytoplaz-
mie komorki ale réwniez w aksonach, mozna przypuszczaé¢, ze reprezen-
tujg one material prerybosomalny.

W grupie zwierzat o ograniczonej zdolnosci poruszania sie, trwajgcej
trzy tygodnie, obserwowalismy w ultrastrukturze badanych neuronow
jadra nadwzrokowego i przykomorowego i w placie nerwowym przysad-
ki zmiany o mniejszym nasileniu i nieco innym charakterze.

Na podstawie stwierdzonych zmian ultrastukturalnych (przerost jg-
dra i jaderka, dobrze rozwiniety aparat Golgiego, wytwarzajacy jednak
w tym ukladzie raczej cialka geste i lizosomy niz ziarniostos$ci neurosek-
recyjne, to znaczy uczynniajacy swoja strone ,,dojrzewania” (Picard i
wsp. 1972) — nalezy przypuszczaé, ze w poczatkowym okresie tego nie-
calkowitego unieruchomienia, uklad podwzgérzowo-przysadkowy byc
moze reagowal podobnymi zmianami, jakie stwierdzono w ukladzie pod-
wzgorzowo-przysadkowym zwierzat poddanych krotkotrwalemu, calko-
witemu unieruchomieniu, lecz przedluzajacy sie stres polegajacy na
ograniczonej zdolnosci ruchowej zwierzat, stworzyl mozliwos¢ dostoso-
wania sie organizmu do zmienionych warunkow.~@becnos¢ licznych
struktur lizosomalnych — zar6éwno w ciele neuronéw jak i we wilok-
nach plata nerwowego przysadki, jest by¢ moze zwigzana z regulacja
nadmiaru ziarnistosci sekrecyjnych (Boudier, Picard 1976) syntetyzo-
wanych, jak przypuszczamy, w poczatkowym okresie stresu.

Na podkreglenie zasluguje réwniez fakt wystepowania matej ilosci
neurotubul w neuronach obydwu jader sekrecyjnych tej grupy do-
$wiadczalnej, oraz niewielkiej ilosci mikrotubul we wléknach nerwo-
wej czesci przysadki. Opierajac sie na ostatnich doniesieniach z pis$-
miennictwa, mozna sadzi¢ o zmniejszeniu szybkosci przeptywu ziarni-
sto$ci neurosekrecyjnych z neuronéow podwzgoérza do nerwowej czesci
przysadki w grupie zwierzat pozostajacych w unieruchomieniu czescio-
wym przez okres trzech tygodni.

Ryec. 11. Unieruchomienie czesSciowe-trzytygodniowe. Nerwowa cze$¢ przysadki.
Przekro6j poprzeczny wiékna z duza iloScia figur mielinowych i nielicznymi ziar-
nisto$ciami neurosekrecyjnymi i neurotubulami. Pow. 28.800 X.

Fig. 11. Three-week partial immobilization. Neurohypophysis. Transverse section.
Fibers with numerous myelin figures and.small number of neurosecretory gra-
nules and neurotubules. X 28 800.

Ryec. 12. Unieruchomienie czesciowe-trzytygodniowe. Nerwowa cze$¢ przysadki.
Fragment pituicyta z duzym jadrem o ksztalcie nieregularnym, w cytoplazmie
dobrze rozwiniety aparat Golgiego i widoczne ziarnistosci przypominajace neuro-
sekret (strzatka). Pow. 28.800 X.
Fig. 12. Three-week partial immobilization. Neurohypophysis. Fragment of pitui-
cvte with large, irregularly shaped nucleus. In cytoplasm — well developed Golgi
apparatus and granules resembling neurosecret (arrow). X 28300.
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WNIOSKI

Stres wywolany przez unieruchomienie zwierzat powoduje stymula-
cje ukladu podwzgoérzowo-przysadkowego mozgu szczura.

1. Calkowite unieruchomienie zwierzat trwajace dwa dni powoduje
w neuronach jgdra nadwzrokowego i przykomorowego:

— zwiekszong produkcje ziarnistosci neurosekrecyjnych, czego objawem
morfologicznym jest:

a) przerost jgdra i jaderka,

b) mocno rozwinieta siatka ergastoplazmatyczna,
¢) silnie rozbudowany aparat Golgiego,

d) duza ilos¢ ziarnistosci neurosekrecyjnych.

— przyspiesza transport ziarnistosci neurosekrecyjnych z cial neuro-
néow do ich zakonczen w nerwowej czesci przysadki, czego objawem
morfologicznym jest zwiekszona ilo$¢ neurotubul.

-— powoduje zwiekszone wydzielanie gromadzacych sie¢ obficie ziarni-
stosci neurosekrecyjnych w zakonczeniach wlokien nerwowej czesci
przysadki, czego odpowiednikiem morfologicznym moga by¢ spo-
strzegane ziarnistosci o réznej gestosci elektronowej i duza ilo$¢ mi-
kropecherzykéw we wioknach przylegajacych do naczyn krwionos-
nych.

2. Czesciowe unieruchomienie zwierzat trwajgce trzy tygodnie powo-
duje wystapienie zmian w ukladzie podwzgérzowo-przysadkowym o nie-
co innym charakterze i stabym nasileniu, co moze by¢ wyrazem adap-
tacji tego systemu i calego organizmu do zmienionych warunkow.

B. Tankoecka, A. Jlrounaunu, E. BopoBuu

PEAKIIUA TUITOTAJAMO-TUIIOPUSAPHOM CUCTEMBI KPBICBEI HA CTPECC,
BBIBBAHHBIN MUMMOBUJIU3AILIMEN

Pezmome

Ha ocuoBaummu pe3yinbTaToB MOPMOJOTMYECKMX WMCCAEAOBaHWMM, MPOBEAEHHBIX HA
9JIEKTPOHHOM MMKPOCKOMNeE, 00HApyKeHO CTUMYJIALMIO TUIIOTAJIaMO-TUIIOMU3aPHOMA CU-
CTeMbl KPBICBI B OTBET Ha CTPECC, BbI3BaHHBbII MMMOOMIm3aumen. Ilonnasa mMmodOmMIm-
3anyMs KMBOTHBIX B TedeHMe JBYX [AHEN BbI3bIBAeT M3MEHEHUsA B HEeMpPOHaxX CcyIlpa-
opbUTANILHOTO M IIEPMBEHTPAJBLHOTO - sjlep, a TaKKe B BOJIOKHAX HEPBHOM J0JM
runousa, yKasblBalOUIMX HA YBEJIMYEHHYIO HEMPOCEKPEeLMIO, M €ee YBEeIMYEHHYIO
CEeKPelMI0 10 CUMCTeMbl KpPOBOOOpalleHus.

HacTuuHoe Ke 00e31BMKEHME KUBOTHBIX B TeYeHMe 3 HeJesb BbI3bIBaeT U3Me-
HeHMs B TUIIOTAJIaMO-TUMIIOMU3APHOM CHUCTEME HEMHOTO JAPYroro xapakrepa u 6Ooiee
cnabo BbIpaxKeHHbIE, YTO — MOXKeT ObITb — CBUAETeJLCTByeT 00 ajanTanyuy 9TOM
CUCTEMBI M BCEro OpraHumsMa K M3MEHEHHBLIM YCJIOBUAM,
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B. Gajkowska, A. Luciani, J. Borowicz

REACTION OF THE HYPOTHALAMO-HYPOPHYSEAL SYSTEM OF RAT
TO STRESS PRODUCED BY IMMOBILIZATION.

Summary

Electron microscopic morphological studies revealed a stimulatory response of

the hypothalamo-hypophyseal system of the rat brain to stress produced by immo-
bilization. Total immobilization for two days resulted in changes in the neurons
of the supraoptical and paraventricular nuclei and in the fibers of neurohypophy-
sis indicating an increased production of neurosecretory granules, their rapid flow
and enhanced secretion to blood. Partial immobilization of the animals for 3 weeks
produced, in turn, changes of somewhat different character and weaker intensity,
which may be considered as a manifestation of the adaptation of the system and
the whole organism to the changed conditions.
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IRMINA B. ZELMAN, TADEUSZ MAJDECKI

ZMIANY ULTRASTRUKTURALNE W MOZGACH SZCZUROW
PO ZATRUCIU FOSFOROORGANICZNYM INSEKTYCYDEM
DICHLORFOSEM (DDVP)

Zesp6tl Neuropatologii Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN
Kierownik Zespotu: prof. dr med. M. J. Mossakowski

Przeprowadzone uprzednio badania morfologiczne, histochemiczne i
histoenzymatyczne mozgow szczurow, ktorym podawano jednorazowo
i wielokrotnie DDVP wykazaly szereg nieprawidlowos$ci, wskazujacych
na toksyczne dzialanie tego zwigzku na osrodkowy uklad nerwowy (Zel-
man 1977; Szumanska, Gadamski 1977). Stwierdzono, ze stosowanie du-
zych dawek insektycydu prowadzi do powstania rozsianych ognisk mi-
krowakuolizacji w tkance nerwowej i do wystapienia przejsciowych,
odwracalnych zaburzen w aktywnosci enzymoéw oddechowych i hydroli-
tycznych, a ponadto do krotkotrwalego odkladania sie glikogenu.

Rozsiane zmiany gabczaste w oun stanowig nastepstwo nadrnierne-
go gromadzenia sie wody w elementach strukturalnych tkanki nerwo-
wej stanowigc wykladnik jej cytotoksycznego obrzeku. Zaréwno etiolo-
gia jak i patomechanizm tego typu zaburzen sa zréznicowane, a ich wy-
kfadniki morfologiczne w postaci mikrowakuoli znajdowano pomiedzy
blaszkami oslonki mielinowej, w aksonach, dendrytach, w wypustkach
astrocytarnych a takze w zakonczeniach synaptycznych (Gonatas 1970).
Ustalenie umiejscowienia mikrowakuoli jest mozliwe tylko w badaniu
mikroskopowo-elektronowym. Wydawalo sie wiec w pelni uzasadnio-
ne przeprowadzenie badan ultrastrukturalnych na modelu podostrego
zatrucia dichlorfosem celem ustalenia miejsca pierwotnych zaburzen

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na 2-miesiecznych szczurach rasy Wistar,
samcach i samicach, ktéorym podawano sondg dozolgdkowo dichlorfos
w dawce 50% LDj. Dawke LD, dla szczura przyjeto jako réwng 80
mg/kg ciezaru ciala (Rusiecki 1973). Zwierzeta otrzymywaty przez 10,
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14 i 21 kolejnych dni (z wyjatkiem niedziel) DDVP w postaci roztworu
w 0,5 ml oleju jadalnego. Kontrole stanowily szczury tej samej rasy i
wieku, ktérym podawano dozolgdkowo, przez odpowiedni okres czasu,
0,5 ml oleju bez dodatku insektycydu.

W momencie konczenia doswiadczenia 3 szczurom doswiadczalnym
i szczurowi kontrolnemu w kazdej grupie, wykonywano w narkozie
eterowej perfuzje roztworem aldehydu glutarowego w buforze kako-
dylowym. Z moézgoéw wyjetych z jamy czaszkowej pobieranc wycinki z
kory, podkorowej istoty biatej i spoidla wielkiego oraz z kory i istoty
bialej mézdzku. Wycinki dotrwalano w roztworze aldehydu glutaro-
wego w buforze kakodylowym i po odwodnieniu w szeregu alkoholi i w
tlenku propylenu zatapiano w Eponie 812. Bloczki krojono na ultrami-
krotomie LKB. Ultracienkie skrawki kontrastowano octanem uranylu
i cytrynianem olowiu. Siatki ogladano w mikroskopie elektronowym
JEM T7A.

Po pobraniu wycinkéw do badan ultrastrukturalnych, pozostaty ma-
terial przeprowadzano do bloczkéw parafinowych. Skrawki do kontro-
li w mikroskopie $wietlnym barwiono hematoksyling-eozyng, fioletem
krezylu i wg metody Heidenhaina.

WYNIKI

Kontrolne badanie w mikroskopie $wietlnym wykazalo obecnos¢ roz-
sianych drobnych ognisk zgabczenia wystepujacych réznie licznie u po-
szczegolnych zwierzat. Zmiany w nasileniu nieprawidlowosci bylty mato
uchwytne ze wzgledu na znaczne roéznice indywidualne, wystepujace u
szezurow zatruwanych przez taki sam okres czasu. Rozluznienie struk-
tury tkanki obserwowano najczesciej w okolicach przykomorowych, w
bocznej czesci spoidla wielkiego, w peczkach wlokien w zwojach pod-
stawy, rzadziej w uktadach dlugich drog oraz w podkorowej istocie bia-
tej mozdzku. Nie stwierdzono wyraznych cech uszkodzenia ostonek mie-
linowych, z wyjatkiem nieznacznego ogniskowego zbledniecia, ani zad-
nych nieprawidlowosci w zakresie neuronéw, gleju komoérkowego i ukla-
du naczyniowego.

Badanie mikroskopowo-elektronowe

Nieprawidlowosci ultrastukturalne we wszystkich trzech grupach do-
swiadczalnych dotyczyly przede wszystkim wypustek nerwowych. Po-
legaly one na obrzmieniu wypustek oraz wystepowaniu w obrebie ak-
soplazmy po6l przerzedzen i ubytkéw neurofilamentéw i neurotubul. Na
przekrojach poprzecznych wypustek nerwowych w aksoplazmie spoty-
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kano czesto struktury bloniaste o nieregularnym ksztalcie (ryc. 1).
Czasami w duzych powiekszeniach mozna bylo wykaza¢, ze te struktu-
ry sa zbudowane z naprzemiennie ulozonych warstw o matej i duzej
gestosci elektronowej, typowych dla blon elementarnych (unit mem-
brane). Stosunkowo czesto obserwowano wystepowanie poszerzonych
przestrzeni pomiedzy aksonem i wewnetrzng blaszka ostonki rdzennej.
W przestrzeniach tych znajdowano niekiedy odwarstwione, czesto po-
rozrywane blaszki mielinowe lub grzybkowato wpuklone fragmenty
ostonki mielinowej (ryc. 2).

W poréwnaniu ze zmianami w wypustkach nerwowych oslonki mie-
linowe byly stosunkowo dobrze zachowane. Tylko sporadycznie obser-
wowano pelng destrukcje ostonki. Czesciej spotykane nieprawidlowosci
dotyczyly wewnetrznych blaszek ostonki mielinowej. Obserwowano
pelne oddzielenie kilku wewnetrznych blaszek, ich obkurczenie i prze-
suniecie w kierunku srodkowej cze$ci wiokna (ryc. 3). Niekiedy od-
warstwione blaszki wewnetrzne wpuklaly sie do aksoplazmy zachowu-
igc jednak lacznosé z ostonka mielinowa (ryc. 4). Po catkowitym odlacze-
niu sie od ostonki, odsznurowane blaszki wewnetrzne tworzyly czestc
bloniaste struktury lezace wolno w aksoplazmie (ryc. 5). Wnetrze po-
wstalych w ten sposéb tworéw charakteryzowala przewaznie mniejsza
gestosé elektronowa niz otaczajacej aksoplazmy. Przypominaly one
wyglgdem zbiorniki otoczone blong. Mitochondria obecne w aksoplaz-
mie byly przewaznie prawidlowe. Wyjatkowo tylko obserwowano znisz-
czenie grzebieni mitochondrialnych, zmniejszenie gestosci elektrono-
wej macierzy mitochondriéow i sporadycznie obecno$¢ w macierzy nie-
regularnie utozonych struktur bloniastych. Synapsy nie wykazywaly
istotnych zmian ultrastrukturalnych.

Komorki nerwowe kory moézgu i moézdzku w wiekszosci byly niezmie-
nione. Rzadko obserwowano wpuklenia i pofaldowania otoczki jadrowej
(ryc. 6). U szczurow doswiadczalnych obserwowano wiecej lizosomow w
porownaniu z materialem kontrolnym. Mitochondria neurocytéw i ko-
morek glejowych mialy niekiedy macierz o matej gestosci elektronowej
i zniszczone grzebienie mitochondrialne. Podobne zmiany obserwowano
u szczuréw grupy kontrolnej, dlatego sklonni jesteSmy wuznac¢ je za
uszkodzenie zwigzane z techniczng obrobka materialu. Wyglad siatki
$rédplazmatycznej i aparatu Golgiego byl prawidlowy. Pojedyncze astro-
cyty wykazywaly cechy obrzmienia. Oligodendrocyty przedstawiaty
sie prawidiowo. Nie stwierdzono zadnych wykladnikéw naczyniopo-
chednego obrzeku ani zmian w $rédblonkach naczyn wlosowatych. Po-
fgczenia $ciste pomiedzy komorkami srodblonka byly prawidlowe.

Nie zaobserwowano wyraznych réznic w nasileniu i umiejscowieniu
zmian ultrastrukturalnych zaleznych od czasu trwania doswiadczenia.
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OMOWIENIE

Z przeprowadzonych badan wynika, ze toksyczne dzialanie dichlor-
fosu powoduje rozwoéj nieprawidlowosci przede wszystkim w wypust-
kach komoérek nerwowych. Nieprawidlowosci te polegaly na zubozeniu
i opustoszeniu neurofilamentéw i neurotubul w aksoplazmie oraz na ob-
kurczaniu sie aksoplazmy, prowadzgcym do powstawania wolnych prze-
strzeni romiedzy wloknem nerwowym i wewnetrznymi blaszkami
ostonki mielinowej. Najwieksze zmiany w ostonkach dotyczyly z re-
guly jej wewnetrznych blaszek, z ich rozwarstwieniem, caltkowitym od-
sznurowaniem 1 przemieszczeniem do aksoplazmy. Odwarstwienie we-
wnetrznych blaszek ostonki mielinowej, zapadajacych sie do wnetrza
wiokna lub tworzgcych grzybiaste wypuklenia wystepuje prawdopo-
dobnie na skutek obkurczenia sie aksoplazmy. Kim i Rizutto (1975) ob-
serwowali wybitnie nasilone zapadanie sie oslonek, poprzedzone obrze-
kiem akson6w w neuronach poddanych w hodowli tkankowej dziataniu
dwuetylodwutiokarbaminianu sodu. Krasnicka i Gajkowska (1979), ktore
badaty wplyw dichlorfosu na tkanke nerwowa w warunkach hodowli
tkankowej, stwierdzily rowniez najwieksze zmiany w aksonach przy
wspolistniejgcym znacznym uszkodzeniu oslonek mielinowych.

Z badan doswiadczalnych nad skutkami zatrucia réznymi zwigzka-
mi fosforoorganicznymi wiadomo, ze powoduja one uszkodzenie aksonow
i demielinizacje w nerwach obwodowych (Cavanagh 1969, 1973), cza-
sami réwniez w rdzeniu, a nawet wyzej potozonych strukturach osrod-
kowego ukladu nerwowego. Réznice w dzialaniu poszczegblnych zwigz-
kow znajduja wykladnik w odmiennej topografii uszkodzen uktadu ner-
wowego, ich nasileniu, a niekiedy nawet $rednicy wiokien wykazujgcych
nieprawidlowosci. Wedlug Cavanagha (1973) mechanizm dzialania zwigz-
kéw fosforoorganicznych i fosforonieorganicznych na tkanke nerwowg
polega na ich bezposrednim toksycznym dzialaniu na metabolizm ko-
morki, prowadzacym do zaburzenia proceséw syntezy, zuzycia sub-

Ryc. 1. Szczur po 10 dniach podawania DDVP. Mézdzek — w niektérych wioknach
widoczne zmiany w aksoplazmie w postaci przerzedzenia lub zaniku neurofila-
mentow i neurotubuli. Widoczne réwniez struktury bloniaste o nieregularnym
ksztalcie. Pow. 6.000 X.
Fig. 1. Rat after 10 days of DDVP administration. Cerebellum. In some nerve
fibers rarefaction and loss of neurofilaments and neurotubules. Membraneous
structures of irregular shape are also seen. X 6.000.

Rye. 2. Szczur po 10 dniach podawania insektycydu. Istota biala. W poszerzonej
przestrzeni pomiedzy aksonem i wewnetrzna blaszkg ostonki mielinowej grzybko-
wato wpuklony fragment ostonki. Pow. 15.000 X.

Fig. 2. Rat after 10 days of insecticide administration. White matter. In the enlar-
ged space between axoplasm and inner myelin lamellae fungiform protrusion of
myelin sheath is seen. X 15.000.
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stratow metabolicznych lub transportu. Prowadzi ono do rozwoju zmian
strukturalnych w obrebie tych elementéw komoérkowych i struktur
anatomicznych, ktoérych udzial w procesie zaburzonej przemiany jest
najwiekszy.

W przeprowadzonych badaniach nie wykazano zaleznosci pomiedzy
nasileniem zmian mikroskopowo-elektronowych i okresem zatruwania
szczuréw. Wydawatlo si¢ nam nawet, ze u zwierzat z dluzszym przezyciem
zmniejsza sie nasilenie nieprawidlowosci. Cavanagh 1 wsp. (1968)
stwierdzili w do$wiadczeniach z trojortofosforanem krezylu, zanik wra-
zliwosci badanych zwierzat po wielokrotnym podawaniu tego zwigzku
per os. Przy biochemicznej ocenie skutkéow dzialania réznych fosforo-
organicznych srodkéw owadobojczych wielokrotnie stwierdzano brak
korelacji pomiedzy wielkoscig dawki i nasileniem zaburzen przemiany.
Wisniewski i wsp. (1973), a takze Panek i wsp. (1973) sugerujg w
zwigzku z tym, ze istnieja pewne optymalne dawki zwigzkéw fosforo-
organicznych, wywolujagce maksymalne zaburzenia metabolizmu tkan-
kowego. Gajkowska i Borowicz (1976) obserwowali u szczuréw zatru-
wanych morfing, wieksze zmiany ultrastrukturalne po ostrym zatruciu
niz po dlugotrwalym zatruwaniu zwierzat, a wiec tego typu adaptacja
w stosunku do uzytego czynnika uszkadzajacego jest znana w patologii
ukladu nerwowego. Wystepowanie tego typu reakcji adaptacyjnej w
przypadku zwigzkow fosforoorganicznych moze tlumaczy¢ obserwowa-
ny przez nas brak zaleznosci pomiedzy nasileniem uszkodzen i czasem
zatruwania zwierzat doswiadczalnych. W przeciwienstwie do naszych
wynikéw, Finkiewicz-Murawiejska (1978), ktora badala w mikrosko-
pie Swietlnym zmiany w rdzeniu szczuréw spowodowane podostrym
zatruciem trichlorfonem, réwniez fosforoorganicznym srodkiem owado-
bojezym, stwierdzita wigksze zmiany patomorfologiczne u zwierzat, u
ktéorych zastosowano wyzsza dawke insektycydu. Uszkodzenie aksonow
obserwowano dopiero po uzyciu najwyzszej dawki insektycydu, nato-
miast uszkodzenia ostonek mielinowych wystepowaly przy zastosowaniu

Rye. 3. Szczur po 14 dniach podawania DDVP. Calkowite odwarstwienie i obkur-
czenie 4 blaszek ostonki mielinowej. W obrebie ostonki otaczajacej wibkno widocz-
ne odcinkowe rozwarstwienie blaszek. Pow. 16.000 X.

Fig. 3. Rat after 14 days of DDVP administration. Separation and shrinkage of
four myelin lamellae. Segmented splitting of the myelin sheath is also visible.
X 16.000.

Ryc. 4. Szczur po 10 dniach podawania insektycydu. Wpuklenie wewnetrznych
blaszek mielinowych do aksoplazmy =z zachowang lacznoscia z ostonka.
Pow. 16.000 X.

Fig. 4. Rat after 10 days of insecticide administration. Protrusion of inner myelin
lamellae into axoplasm with their preserved continuity with myelin sheath.
X 16.000.
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nizszych dawek trichlorfonu.. W patomechanizmie . uszkodzen mieliny
autorka uwzglednia dzialanie zaburzonych mechanizméw barierowych
i to zaréwno bariery krew—mozg jak i bariery plyn—tkanka, wyréz-
niajgc zmiany w oslonkach spowodowane zaburzeniem przepuszczalnos-
ci naczyn, wywolane dzialaniem plynu moézgowo-rdzeniowego w na-
stepstwie uszkodzenia wys$ciotki oraz nieprawidlowosci spowodowane
toksycznym dzialaniem insektycydu na oslonki mielinowe. W naszym
doswiadczeniu nie wykazano uszkodzenia $rodblonkéw naczyniowych
ani wykladnikow zwiekszonej przepuszczalnosci ukladu naczyniowego,
podobnie jak nie stwierdzono istotnych zmian w komérkach nerwowych
i gleju. Uszkodzenie motoneuronéw rdzenia obserwowala Finkiewicz-
-Murawiejska w swoim materiale do$wiadczalnym, a Sosnierz i wsp.
(1973) opisali je w innych strukturach moézgu u szczuréw zatruwanych
przedziorkofosem. Wyniki naszych badan i ich konfrontacja z danymi
uzyskanymi przez innych autoréw wskazujag na szeroki zakres zmian
strukturalnych, wywolanych dzialaniem réznych zwigzkéw fosforoor-
ganicznych. Roéznorodnos¢ stosowanych modeli doswiadczalnych i tech-
nik badawczych oraz ocenianych struktur uniemozliwia ustalenie, ktory
z tych elementéw ma decydujacy wplyw na ksztaltowanie sie odrebnosci
morfologicznych.

. B. 3ensbman, T. Maigeuxu

YJIBTPACTPYKTYPHBIE USMEHEHUS
B MOS3TE KPBICHI IIOCJIE MHTOKCUKAIIMM OPTAHOPOCPATHEIM
VHCEKTUIIMJIOM JIUXJIIOPPOC (DDVP)

PezwomMme

Beumt mpoBesieHbl  97€KTPOHMMKDPOCKONMYECKME MCCIEJ0BAHUSA MO3TOBOI TKAHM
KDPBIC, ITOJBEPTHYTBHIX MHTOKCHMKaIpm auxjopdocom (AAPP). Onberrel Oblmmm mpoBe-
JIeHbI Ha B3POCIBIX KpbIcaX MOpoas! Bucrap, KOTOPHIM BBOAMINM per os pacrBop DDVP
B qmo03e 50% JIJl5, B Teuenue 10, 14 u 21 muet.

Camble BhIalOIMeCcHd OTKJIOHEHUs KacajuCh OTPOCTKOB HEPBHBLIX KJETOK, KOTOpBIE
obnapyxuBanu (POKyCbl OTCYTCTBMS HEMPOMUIAMEHTOB M HEMPOKAHAJIBLIEB, a TaKxKe

Ryc. 5. Szczur po 14 dniach podawania DDVP. W obrebie wypustki nerwowej wi-
doczna w aksoplazmie bloniasta struktura utworzona przez odwarstwione blaszki
wewnetrzne ostonki mielinowej. Pow. 15.000 X.

Fig. 5. Rat after 14 days of DDVP administration. In axoplasm of the nerve pro-
cess membraneous structure composed of separated inner myelin lamellae is vi-
sible. X 15.000.

Rye. 6. Szczur po 10 dniach podawania insektycydu. W jadrze komérki nerwowej
kory widoczne glebokie wpuklenia w otoczce jadrowej. Pow. 4.800 X.

Fig. 6. Rat after 10 days of insecticide administration. In nerve cell of cerebral
cortex invaginations in the nuclear membrane are seen. X 4.800.
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yBeJIuyeHue NPOCTPAHCTBA MEXKAY AaKCOIIJIa3MOM M BHYTPEHHMMM IJIAaCTMHKaMM Mue-
JIMHOBOJ1 000J0uKM. M3MeHeHMs MuenmuHa Oblau MeHee BbIpazKeHbl M KacallucChb,
[IOYTU MCKJIOUMUTEJIbHO, BHYTPEHHUX ILIACTMHOK, BBI3bIBasf IIOJHYIO JAECTPYKIMIO
MMEJMHOBBIX 000J10ueK. 3aBMCUMMOCTL MEIKAY MHTEHCUBHOCTBIO M3MEHEHMI M BpeMme-
HeM MHTOKCcuMKaumyu He Oblna obHapyxkeHa.

KaxkeTcsd, YTO NepBMYHAs aKCOHHASA JereHepanusa CO BTOPUYHBLIMMU OTKJIOHEHUAMMU
MMEIMHOBBIX 000JIOYeK BbI3bIBaeT rybuaToe pa3pbIXJieHMe TKaHyu, Habiaonaemoe
B CBETOBOM MMKDPOCKOTIE.

I. B. Zelman, T. Majdecki

ULTRASTRUCTURAL CHANGES IN RAT BRAIN FOLLOWING
" ORGANOPHOSPHATE INSECTICIDE DICHLORVOS (DDVP) INTOXICATION

Summary

Electron microscopic studies on brain tissue of rats subjected to Dichlorvos
(DDVP) intoxication were performed. Experiments were carried out with adult
Wistar rats wich were given per os DDVP solution in a dose of 50 percent LDs
during 10, 14 and 21 consecutive days.

The most prominent abnormalities concerned nerve cell processes, which sho-
wed focal deprivation of neurofilaments and neurotubules and enlargement of
space between axoplasm and inner lamellae of myelin sheath. The changes of
myelin were less pronounced and concerned almost exclusively inner lamellae,
exceptionally causing full destruction of myelin sheaths. The dependence of in-
tensity of changes on the intoxication time was not discovered.

It seems likely that the primary axonal degeneration with the secondary
myelin sheaths abnormalities caused the spongy tissue loosening, observed in the
light microscope.
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JERZY DYMECKI

W SPRAWIE ZALEZNOSCI MIEDZY PRZEWLEKLYM
ALKOHOLIZMEM
A MIAZDZYCA TETNIC PODSTAWY MOZGU *)

Zaklad Neuropatologii Instytutu Psychoneurologicznego
Kierownik Zaktadu: prof. dr Jerzy Dymecki

Sprawa zaleznosci miedzy rozwojem miazdzycy a naduzywaniem al-
koholu jest przedmiotem kontrowersyjnych opinii od wielu lat.

"Do 1900 r. chroniczny alkoholizm byt traktowany jako jedna z przy-
czyn miazdzycy (Parrish, Eberly 1961). Cabot w 1904 roku przeciwsta-
wil sie¢ pierwszy temu pogladowi, a w r. 1931 Leary oglosit prace za-
tytulowana , Terapeutyczna wartosé¢ alkoholu”, w ktorej pisze: ,Jezeli
u czlowieka 60-letniego aorta w obrazie sekcyjnym odpowiada wiekowi
lat 40 i stwierdza sie u niego w wywiadzie przewlekly alkoholizm -—
to daje wiele do myslenia”.

W 1 wydaniu duzej monografii Cowdry’ego o miazdzycy z roku 1933,
wysunieta zostala réowniez sugestia, ze uzywanie napojow alkoholowych
or6znia rozw6j miazdzycy. Ten sam poglad reprezentujg Hall i wsp.
(1953). Wszyscy oni swoje opinie na ten temat opierali na badaniach
aorty.

Wsrod autoréw zajmujacych sie naczyniami moézgowymi, mniejszg in-
tensywnos$¢ miazdzycy w grupie chorych cierpigcych na przewlekly al-
koholizm stwierdzili Majdecki (1964) oraz Klassen i wsp. (1973).

Wielu jednak autoréw, opierajgc sie na zestawieniach duzego materia-
tu sekcyjnego zaréwno z zakladéw anatomii patologicznej jak i medycy-
ny sadowej (pacjentéow zmartych $miercig gwaltowng), nie znalazlo zna-
miennych réznic w nasileniu miazdzycy miedzy grupg pacjentow z
przewleklym alkoholizmem i grupg nie naduzywajacg alkoholu (Ruffer,
1921; Lake i wsp. 1942; Wilens 1947; Hirst i wsp. 1965; Viel i wsp. 1968;
Hognestad, Teisberg 1973; Rissanen 1974). W drugim wydaniu Cow-

*) Praca finansowana w ramach Funduszu Celowego dla Badan nad Alkoho-
lizmem.
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dry’s Arteriosclerosis z r. 1967 rowniez poglad o hamujacym wplywie
alkoholizmu na rozwéj miazdzycy zostal oceniony krytycznie. Przeglad
piSmiennictwa na ten temat podano w zestawieniu.

Zestawienie pogladoéw réznych autoréw na temat zaleznosci miedzy al-
koholizmem przewleklym a rozwojem miazdzycy

A. Material sekcyjny ludzki

A. Ruffer
1921

Nie ma roéznic natezenia miazdzycy miedzy grupsg
mahometan — abstynentéw i Europejczykéw uzy-
wajgcych alkohol

T.grL;eary :
1931

W przewleklym alkoholizmie miaidz&ca mnriejsza.

Koncepcja terapeutycznego dzialania alkoholu

M. Lake i wsp.

Nie znaleziono zaleznosci miedzy nasileniem miaz-

1942 dzycy, a naduzywaniem alkoholu.
S. L. Wilens Nie znaleziono zaleznosci miedzy nasileniem miaz-
1947 dzycy a naduzywaniem alkoholu.

H. M.— I—Darrishv

Nie znaleziono zalezno$ci miedzy nasileniem miaz-

A. L. Eberly dzycy a naduzywaniem alkoholu (dane statystycz-
1961 ne sg ludzace).
T. Méjdecki R lVfiaidiyca u alkoholikéw mniejsza niz w populacji
1964 ogoélnej (badano tetnice moézgowe).
A. E. Hirst i wsp. Nie znaleziono zaleznos$ci miedzy nasileniem miaz-
1965 dzycy a naduzywaniem alkoholu. Obnizenie stopnia
miazdzycy w naczyniach wiencowych znaleziono
tylko w przypadkach marskosci watroby.
B. Viel i WSp. Nie znaleziono zaleznos$ci miedzy nasileniem miaz-
1968 dzycy a naduzywaniem alkoholu (i paleniem).
A. C. Klassen Miazdzyca u alkoholikéw mezczyzn nieco mniej na-
i wsp. silona. (Badano kolo tetnicze Willizjusza).
1973

J. Hognestad

Nie znaleziono zaleznosci miedzy nasileniem miaz-

P. Teisberg dzycy a naduzywaniem alkoholu (badano naczynia
1973 wiencowe).

V. Rissanen Nie znaleziono zaleznosci miedzy nasileniem miaz-
1974 dzycy a naduzywaniem alkoholu.
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B. Materiat doswiadczalny zwierzecy

T. P. Eberhard Alhohol opéznia rozwo6j miazdzycy

1936
C. W.ﬂltli(rzil:l;ls Aik;ﬁol nié Wﬁggmwvirvvﬁlywu ”né Vrozw()j miaZdZyC}vrv v_v>y—‘
i wsp. wolanej dziataniem stilbestrolu

1956
L. S. Gottlieb Cholesterolemia po alkoholu wyzsza niz po samym
i wsp. cholesterolu, a w aorcie wieksza sudanofilia. Wyso-

1959 ki poziom magnezu w diecie obniza odkladanie sie
lipidow. Zahamowanie miazdzycy u szczuréow zalez-
ne od wysokiego poziomu magnezu. Alkohol zwiek-
sza zapotrzebowanie na magnez.

Y. Goto i \;sp U krolikéw na diecie chg)legfte_l'olowej miazdzyca do-
1974 $wiadczalna mniejsza po alkoholu

M. Rosnowska Miazdzyca u krolikow karmionych cholesterolem
i wsp. wyraznie mniej nasilona po alkoholu.
1978

Parrish i Eberly (1961) sugeruja, ze opinie o opoézniajagcym wplywie
alkoholizmu na rozwéj miazdzycy sa wynikiem blednej oceny staty-
stycznej na skutek poréwnywania nieréwnych liczebnie i niejednorod-
nych grup, miedzy ktérymi istnialo znacznie wigcej réznic niz tylko
czynnik naduzywania alkoholu. Po znormalizowaniu grup autorzy nie
znalezli statystycznie. istotnych korelacji miedzy alkoholizmem a miaz-
dzyca.

Biorge pod uwage przedstawione rozbieznosci w pogladach na zalez-
nos¢ miedzy przewleklym alkoholizmem a rozwojem miazdzycy, za cel
pracy postawiono sobie poréwnanie nasilenia zmian miazdzycowych u
chorych dotknietych alkoholizmem przewleklym z intensywnoscig tych
zmian u ludzi nie naduzywajacych alkoholu.

MATERIAL I METODY

Przeanalizowano pod katem nasilenia miazdzycy w kole tetniczym
moézgu material sekeyjny Zakladu Neuropatologii Instytutu Psychoneu-
rologicznego, zebrany w latach 1961—1978, liczacy lacznie 2600 przy-
padkéw. Ponadto w latach 1974—1976 zebrano dodatkowo 142 przypad-
ki z dwu roznych szpitali w tym 69 przypadkéw ze szpitala wielospec-
jalistycznego (tabela 1).
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Tabela 1. Zrédla materiatu
Table 1. Sources of material

Zrédlo materialu ALCH ALC— Razem
Total

Source of material M K M K

Instytut Psychoneurologiczny i Szpital Psychiatryezny

w Pruszkowie 73 8 623 891 1665
Psychoneurological Institute, Warszawa, Psychiatrie

Hospital, Pruszkow

Szpital Psychiatryczny w Choroszezy 5 2 27 39 73
Psychiatric Hospital Choroszeza

Szpital Wielospecjalistyczny w Warszawie 5 — 32 32 69
General Hospital, Warszawa

Razem 83 10 752 962 1807

Total

ALC+ — 93 mezczyzn — M — 83 ALC— — 1714 mezezyzn — M — 754
males males
kobiet, — K — 10 kobiet — K — 962
females females.

Z materialu Instytutu Psychoneurologicznego wzieto pod uwage wy-
lgeznie przypadki powyzej 35 roku zycia (w liczbie 1665), z uwagi na
fakt, ze miazdzyce w wieku mlodszym obserwowano wyjatkowo rzadko.
Y.acznie poddano wiec analizie 1807 przypadkéw. Material Instytutu
Psychoneurologicznego obejmowal przypadki z Oddzialéw Neurologicz-
nych i Psychiatrycznych Instytutu oraz Szpitala Psychiatrycznego w
Pruszkowie.

Kolo tetnicze wydaje sie odpowiednim terenem dla badan nad miaz-
dzyca mozgu. Jest latwe do wyjecia w catosci, przechowywania i oceny,
a poza tym wiadomo, ze jest ono predylekcyjnym odcinkiem wystepowa-
nia zmian miazdzycowych (Dymecki 1967). Ponadto kolo tetnicze sta-
nowi obiekt poréwnywalny w badaniach miedzynarodowych w oparciu
o system oceny nasilenia miazdzycy, opracowany przez Swiatowg Fe-
deracje Neurologiczng w zwigzku z szeroko zakrojonymi badaniami nad
rolg czynnikéw geograficznych w rozwoju miazdzycy, podjetymi w la-
tach szesédziesigtych. Kod S.F.N. (4) stosowany byl w odniesieniu do na-
szego materialu w latach 1961—1973.

http://rcin.org.pl



Nr 3 Alkoholizm a miazdzyca naczyn mozgu 459

Od r. 1974 stosowany byt system kodowania:opracowany przez Ba-
kera i wspoélpracownikéw, uzywany przez nich dla badan poréwnaw-
czych populacji réznych narodéw (Baker i wsp. 1967, 1973; Resch i wsp.
1969). Kod ten oparty jest na identycznych zasadach jak kod S.F.N.
i stanowi jego udoskonalonag wersje. '

Wg Bakera dobry kod winien odpowiada¢ nastepujgcym kryteriom:

1) winien by¢ dostatecznie prosty, aby badanie jednego przypadku nie
zajelo wiecej niz kilka minut,

2) stopien miazdzycy musi by¢ na tyle wyraznie okres§lony, aby kodo-
wanie przeprowadzone przez réznych pracownikéw dalo identyczne
wyniki,

3) nalezy ocenia¢ mozliwie duza liczbe punktéw naczynia, aby uzys-
ka¢ wskaznik zaré6wno natezenia, jak i rozprzestrzenienia miazdzycy,

4) oceniane punkty winny by¢ wyraznie okreslone, aby w kazdym
przypadku ocena dotyczyla identycznych okolic kota tetniczego,

5) system oceny musi uwzglednia¢ nie tylko zmiany w S$cianie, ale
i w Swietle tetnicy.

Ryc. 1. Czterostopniowa skala Bakera i wsp. dla oceny stopnia miazdzycy kotla
tetniczego mozgu.

Fig. 1. Four-grade Baker’s et al. score for evaluation of the degree of athero-
sclerosis in the circle of Willis.

System kodowania opracowany przez Bakera i wsp. (1967) a zasto-
sowany w naszej pracy spelnia powyzsze kryteria.

Stopien miazdzycy kazdego odcinka kola tetniczego moézgu ocenia-
ny byl wg nastepujacej czterostopniowej skali (ryc. 1).

1° miazdzycy: zmleczenie odcinka $ciany naczynia bez zwezenia jego
Sswiatla;
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II°: A — rozlane cienkie blaszki nie obejmujace calego obwodu na-
czynia i minimalnie zwezajace $wiatlo;
B — mate, grube blaszki zwezajace $wiatto mniej niz o 25%;

II11°: A — rozlane, cienkie blaszki obejmujgce caly obwod tetnicy z
niewielkim zwezeniem S$wiatla;

B — grube ogniska zwezajace $wiatlo od 25 do 50%;

IV®: A — grube blaszki obejmujgce caly obwoéd tetnicy z umiarko-
wanym lub duzym zwezeniem $wiatla;

B — grube ogniska zwezajace $wiatto o ponad 50%.

Oceny stopnia miazdzycy dokonywano w nastepujacy sposob:

Po starannym zdjeciu kola tetniczego wraz z odgalezieniami, naszy-
wano je na kartonik i oznakowywano inicjalami chorego i numerem
sekcyjnym. W momencie oceny rozpoznanie kliniczne nie bylo znane
badajgcemu.

Ryc. 2. Odcinki kola tetniczego poddawane ocenie celem okreslenia rozleglosci
zmian miazdzycowych.

Fig. 2. Segments of the circle of Willis subjected to evaluation of the expansion
of atherosclerotic changes.

Dla okres$lenia rozleglosci procesu miazdzycowego koto tetnicze po-
dzielono na 22 odcinki (ryc. 2) i stopien miazdzycy oceniano dla kazde-
go odcinka osobno. Wskaznik nasilenia miazdzycy obliczano sumujac
liczby okreslajace stopien miazdzycy we wszystkich punktach. Ponie-
waz punktow bylo 22, a najwieksze nasilenie miazdzycy okreslano licz-
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ba 4, najwyzszy wskaznik w tym systemie kodowania wynosil 83
punktéow. W kazdym przypadku okreslano nastepnie Igczny stopien
miazdzycy dla calego kola tetniczego postugujac sie nastepujacg punk-
tacja:

1° miazdzycy -~ 0—22 punktow kodu Bakera
I1° miazdzycy — 23—44 punktéw kodu Bakera
I11° miazdzycy — 45—66 punktow kodu Bakera
IV® miazdzycy — 67—88 punktow kodu Bakera

Dane z historii choroby, badania sekcyjnego ogélnego i badania neuropa-
tologicznego mozgu nanoszono nastepnie na karty perforowane uwzgle-
dniajgc: wiek, pte¢, szpital, z ktoérego pochodzi dany przypadek, elemen-
ty rozpoznania klinicznego (ze szczegélnym uwzglednieniem alkoholiz-
mu przewleklego) oraz sumarycznie okres$lony stopien miazdzycy na-
czyn mozgowych.

WYNIKI

Zestawienia liczbowe zaleznos$ci miedzy nasileniem miazdzycy a wie-
kiem i plcig w grupie osob, u ktérych klinicznie rozpoznano alkoholizm
przewlekly, a ktéra oznaczono umownie symbolem ALC + oraz w
reszcie populacji (ALC —) przedstawiaja tabele 2 i 3.

Laczna liczba przypadkow, w ktorych stwierdzono klinicznie alkoho-
lizm przewlekly jest stosunkowo niewielka i obejmuje w naszym ma-
teriale 93 chorych. U pozestatych 1714 w wywiadzie nie ma wzmianki
¢ naduzywaniu alkoholu. Grupe te nalezy jednak ocenia¢ z pewng
ostroznoscia, biorac pod uwage fakt, ze w niektérych przypadkach,
szczegblnie w tych z naglag utratg przytomnosci i z krétkim okresem
pobytu w szpitalu, wywiad moze by¢ niekompletny. W zwigzku z tym
nie mozna wykluczy¢, ze w grupie tej znajduje sie pewien odsetek cho-
rych naduzywajacych alkoholu w réznych okresach zycia.

Wiekszos¢ przypadkow z alkoholizmem przewleklym w wywiadzie
miesci sie w przedziale wieku od 35 do 70 lat, gdy grupa bez rozpo-
znania alkoholizmu obejmuje wiek od 35 do 95 lat. Zwraca uwage fakt,
ze w przedziale wieku powyzej 70 r.z. bylo tylko 10 przypadkéw z roz-
poznaniem alkoholizmu, co stanowi zaledwie 2,15%.

W tabeli 4 zestawiono przypadki z rozpoznaniem klinicznym alkoho-
lizmu i bez niego, z podzialem pod katem obecnosci miazdzycy. Jak
wynika z tabeli czesto$¢ wystepowania miazdzycy jest wyraznie mniej-
sza w grupie ALC +. Roéznica ta jest istotna statystycznie.

Biorgc pod uwage, ze 1° miazdzycy wedlug przyjetej klasyfikacji re-
prezentuje minimalne zmiany nie zwezajace $wiatta tetnicy i nie rzu-
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Tabela 2. Nasilenie zmian miazdzycowych w zaleznosci od wieku w grupie -pacjentéw, u ktérych rozpoznano alkoholizm przewlekly .

Table 2. Intensity of atherosclerotic changes depending on age in patients with diagnosed chronic alcoholism

9%

BPAWAQ [

f Stopient nasilenia miazdzycy Degree of atherosclerosis intensity
Wiek g Razem
£ . I I Ir° Ve
Agp M T K- iR e g R R M K R M K, B Hotsl
35—40 11 9 S S s S B e e e T e, e T 13
41—50 IS 9T 2 R 1 Lo 1 Tels = 1 19
51—60 14 1+ Sl 3 1 4 e i 1 1 1 2 J Bl = 1 23
61—70 6 2 g 8 Bl 5 e 5 1 1 2 28
7180 1 T s Yo 1 1 oD 1 VG 1
81—90 y Bl 1 ] S e e ISR E SRS P R e (M i 2
ponad 90 — — — — — — — - — — — _— = — — —
above
Razem — Total 49 6 b5 15 1 16 i 1 8 8 1 9 4 1 b 93
M — mezezyzni K — kobiety ‘ R —— razem
males females \ total
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Tabela 3. Nasilenie zmian miazdzycowych w zaleznosci od wieku w grupie pacjentéw nie naduzywajaeych alkoholu

Table 3. Intensity of atherosclerotic changes depending on age in patients not abusing alcohol

Stopien nasilenia miazdzyey

Degree of atherosclerosis intensity

Wiek Razem
Age 0° 12 EE2 1085 e Total
M K R M K R M K R M K R M K R
35—40 22 18 40 1 8 4 — 3 - 1 1 — — — 48
41—50 28 53 81 13 10 23 4 2 6 — 2 3 1 4 116
51—60 52 74 126 42 41 83 20 15 35 13 20 3 8 272
61—70 63 73 136 87 106 193 42 59 101 54 3 91 13 13 26 547
71—80 38 39 it 71 99 170 63 78 141 .32 70 102 24 26 50 540
81—90 6 12 18 20 32 52 12 28 40 i3 30 43 8 12 15 168
ponad 90 1 2 —_ 2 2 3 9 12 Ca 4 5 o 2 2 23
Razem 210 270 480 ~34 293 627 147> 191 338 113 151 264 48 87 105 1714
Total
M — mezezyzni K — kobiety R — razem
males females total
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Tabela 4. Obecno$é miazdzyey w grupie ALC+ i ALC—
Table 4. Atherosclerosis in groups ALC+ and ALC—

Miazdzyca ALC+ ALC—
Atheroclerosis O Iy ik i | N LT
N % N %
Nieobecna — absent 55 59 480 28
Obecna — present 38 41 1234 72
Razem — Total 93 100 1714 100
x?—41,03 p<0,001. N — liezba przypadkow

number of cases.

tujgce na przeptyw w naczyniu, podjeto probe poréwnania obu grup,
obliczajgc przypadki z miazdzycg stopnia 0 i I lacznie i poréwnujgc
je z grupa z miazdzycg I1°, III° i IV® (tabela 5). Otrzymano réwniez
roznice istotne statystycznie.

Tabela 5. Obeenosé miazdzyey cigzkiego stopnia w grupie ALC+ i ALC—
Table 5. Advanced atherosclerosis in groups ALC- and ALC—

Stopienn miazdzyecy ALC+ ALC—
Degree of atherosclerosis N % N %
0°—I° 71 76 1007 59
T1%-THE°, TV® 22 24 707 41
Razem 93 100 1714 100
Total

x2=11,22 p<<0,001. N — liezba przypadkow

number of cases.

Jednym z czynnikéw, ktére moga rzutowa¢ na wyniki, jest rozklad
plci. W grupie ALC+ jest zdecydowana przewaga mezczyzn, podczas
gdy w grupie ALC— liczba kobiet i mezczyzn jest bardzo zblizona. Aby
zréwna¢ obie grupy pod wzgledem plci i odrzuci¢ czynnik wplywow
hormonalnych, ktére jak wiadomo, przed 50 r.z. u kobiet wyraznie ha-
muja rozw6j miazdzycy (Cowdry 1967), poréwnano nasilenie miazdzy-
cy wylaceznie u mezczyzn (tabela 6). Po wyeliminowaniu réznic zalez-
nych od plci okazalo sie, ze réznica co do intensywnosci miazdzycy mie-
dzy przypadkami ALC+ i ALC— wyraza sie nadal proporcjonalnie
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wigkszg liczba przypadkéw wolnych od miazdzycy w grupie z rozpo-
znaniem alkoholizmu przewleklego.

Tabela 6. Obecnosé miazdzyey u mezezyzn w grupie ALC+ i ALC—
Table 6. Atherosclerosis in males in groups ALC+ and ALC—

Miazdzyca ALO+ ALC—
Atherosclerosis

Ll % N %
Nieobecna 49 59 210 28
absent
obecna 34 41 542 72
present
Razem 83 100 752 100
Total

x2=33,81 p<<0,001. N — liezba przypadkéw

number of cases

Poniewaz wigkszos¢ przypadkéw z klinicznie rozpoznanym alkoholiz-
mem nalezy do grupy wieku ponizej 70 lat, wyeliminowano z dalszych
rozwazan chorych przekraczajgcych ten wiek. Biorgc ponadto pod uwa-
ge, ze 1° miazdzycy reprezentuje minimalne zmiany nie zwezajgce $wia-
tla tetnicy, wykluczono z dalszego opracowania wszystkie przypadki z
rozpoznaniem miazdzycy 1° i dokonano poréwnania materialu zréwna-
nego pod wzgledem wieku z uwzglednieniem obecnosci lub nieobecnos-
ci wylgeznie ciezkich zmian miazdzycowych. Tabela 7 wskazuje, ze mie-
dzy grupa ALC+ i ALC— po takim zréwnaniu materialu wystepujg
nadal réznice, ktore sa istotne statystycznie.

OMOWIENIE

Ocena przedstawionych wynikéw wymaga pewnej ostroznosci z uwa-
gi na to, ze fakt naduzywania alkoholu moze by¢ pominiety w wywia-
dach, szczeg6lnie u chorych, przybywajgcych do szpitala w ciezkim sta-
nie. Jednakze grupa pacjentéw, u ktoérych klinicznie rozpoznano al-
koholizm przewlekly nie budzi watpliwosci co do zasadnosci diagnozy,
a co za tym idzie, co do jej wartosci jako materialu badawczego.
Uwzgledniajac wszystkie zastrzezenia, z przeprowadzonych badan wy-
nika sugestia, ze przewlekle naduzywanie alkoholu hamuje lub opéznia
rozwo6j miazdzycy. Badania do$wiadczalne natomiast dostarczajg przeko-
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Tabela 7. Obecnosé miazdzyey ciezkiego stopnia w przypadkach ponizej 70 roku zycia w grupie
ALCH i ALC—
Table 7. Advanced atherosclerosis in cases below 70 years of age in groups ALC+ an d ALC—

Miazdzyca ALC+ ALC—
Atherosclerosis it Dy g o, "

N % N %

nieobeena 50 72 383 56

absent

ciezkiego stopnia 19 28 297 44

advanced

Razem 69 100 680 100

Total

x2=06,69 p<<0.,01 N — liezba przypadkéw

number of cases.

nywajacych danych, ze zarowno u krolikow (Eberhard 1936; Goto i wsp.
1974) jak i u szczuréw (Gottlieb i wsp. 1959), podawanie alkoholu réw-
nolegle z wywolywaniem miazdzycy doswiadczalnej powoduje wyrazne
zahamowanie jej rozwoju.

Nasze badania (Rosnowska i wsp. 1978) na krolikach, u ktérych wy-
wolano intensywne zmiany miazdzycowe w aorcie dieta bogatocholeste-
rolowg, wskazujg réwniez na fakt zahamowania nacieczenia aorty lipi-
dami w grupie zwierzat, ktérym réwnolegle z cholesterolem podawano
alkohol. Interesujace jest przy tym, ze opoéznienie rozwoju miazdzycy
w tej grupie obserwowano pomimo ze poziom lipidow w surowicy byl
bardzo wysoki, wyzszy niz w grupie zwierzat karmionych samym cho-
lesterolem.

Fakt powstawania hyperlipemii po pojeniu alkoholem stwierdzany
byl przez wielu zajmujgcych sie tym problemem autoréw, jednakze jak
wskazuja zaréwno wyniki naszych badan, jak i do$wiadczenia innych
autorow, hyperlipemia poalkoholowa nie prowadzi do rozwoju miaz-
dzycy. Dotychczasowe badania biochemiczne nie daly zadowalajgcych
odpowiedzi na pytania czym rézni sie lipemia po diecie cholesterolowej
od lipemii poalkoholowej i dlaczego akumulacja lipidow w tetnicach
nie wystepuje przy jednoczesnym z cholesterolem podawaniu alkohalu.
Mechanizm hyperlipemii po przewleklym pojeniu zwierzat alkoholem,
tlumaczg niektorzy autorzy obnizeniem przez alkohol poziomu lipazy
lipoproteinowej lub wzmozeniem syntezy cholesterolu endogennego
ewentualnie zahamowaniem metabolizmu cholesterolu egzogennego (Go-
ttlieb i wsp. 1959).
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Nie ulega jednak watpliwosci, ze nie kazdy rodzaj hyperlipemii jest
aterogenny i ze alkohol hamuje proces odkladania w $cianach tetnic
krazacych we krwi lipidow. Mechanizm tego hamujgcego wplywu nie
jest jasny. Goto i wsp. (1974) stwierdzili w swoich badaniach, przepro-
wadzonych na krolikach, obnizenie poziomu beta-lipoprotein, ktérych
aterogenny wplyw jest znany. Faktowi temu przypisuja, stwierdzone w
swoim materiale, zahamowanie rozwoju miazdzycy doswiadczalnej po
podaniu kroélikom alkoholu. Nie wszyscy autorzy jednak spostrzegali
obnizenie poziomu beta-lipoprotein.

Jezeli chodzi o mechanizm zaleznosci miedzy rozwojem miazdzycy a
alkoholizmem u czlowieka, to w piSmiennictwie podkre$la sig, ze alko-
hol wywiera wplyw na watrobe i ta droga moze rzutowa¢ na rozwdj
miazdzycy. Hirst i wsp. (1965) sugeruja, ze alkohol uposledza detoksy-
kacyjng czynnos$¢ watroby w stosunku do estrogenow. Wzrost poziomu
estrogenow we krwi powoduje obnizenie poziomu cholesterolu i beta-
-lipoprotein. W takim ujeciu nie sam alkoholizm, ale wywolane przezen
uszkodzenie watroby byloby czynnikiem hamujacym miazdzyce. Ten
poglad znajduje wsparcie w badaniach sekcyjnych, w ktérych stwier-
dzono, ze obecno$¢ marskosci watroby idzie w parze z mniejsza inten-
sywnosciag miazdzycy (Klassen i wsp. 1973). Rissanen (1974) uwaza, ze
mniejsze nasilenie stluszczenia aorty u alkoholikéw moze by¢ zwigzane
z towarzyszacym czesto chorobie alkoholowej niedozywieniem. Wilens
(1947) jest zdania, ze wniosek o0 mniejszym nasileniu miazdzycy w
przewleklym alkoholizmie jest zludzeniem, wynikajacym z wczesniej-
szych zgonéw oraz rzadszego wspolistnienia u alkoholikow choréb nasi-
lajacych miazdzyce, takich jak otylos¢, nadcisnienie czy cukrzyca.

W naszym materiale zwraca uwage fakt, ze wsroéd pacjentéw z roz-
poznaniem alkoholizmu jest bardzo niewielka liczba przypadkow po 70
roku zycia. Wilens (1947) uwaza, ze alkoholicy zyja krocej. Obok takiej
interpretacji nalezy jeszcze wzig¢ pod uwage, ze po 70 roku zycia rza-
dziej na ogét rozpoznaje sie alkoholizm przewlekly, gdyz uwage klini-
cystow przyciggajg inne sprawy chorobowe wieku podeszlego.

Przy ocenie naszego materialu nie mozna zapomnie¢ o tym, ze znaczna
wiekszo$¢ analizowanych przypadkow pochodzi z oddzialéw neurologicz-
nych i psychiatrycznych. Jak wiadomo, na oddziatach takich duzy pro-
cent chorych stanowig pacjenci, cierpiacy na choroby naczyniopochod-
ne mozgu, u podloza ktérych lezy miazdzyca. Trzeba wiec liczy¢ sie z
tym, ze nasilenie miazdzycy tetnic mozgowych w naszym materiale mo-
ze by¢ nieco wieksze niz w populacji ogélnej. Material ze szpitala wie-
lospecjalistycznego bylby bardziej reprezentatywny, jednak uzyskanie
go okazalo sie niezmiernie trudne. ‘
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Podsumowujac mozna jednak stwierdzi¢, pomimo tych, jak i wymie-
nionych poprzednio zastrzezen, ze poréwnanie nasilenia i rozprzestrze-
nienia miazdzycy tetnic podstawy moézgu u pacjentéw, u ktorych roz-
poznano przewlekly alkoholizm, z grupg pacjentéw nie naduzywajacych
alkoholu wskazuje na tendencje do rzadszego wystepowania i mniejsze-
go nasilenia miazdzycy u alkoholikow.

W badaniach nad $rodkami hamujacymi rozw6j miazdzycy warto
zwroci¢ wiecej uwagi na dzialanie alkoholu. Aczkolwiek mechanizm jego
ochronnego wplywu na uklad naczyniowy nie jest jasny, dalsze bada-
nia nad istota tego wplywu moga przyczyni¢ sie do ulepszenia metod
profilaktyki przeciwmiazdzycowe].

Dziekuje serdecznie doc. dr hab. Januszowi Zielinskiemu za konstruktywna
dyskusje dotyczaca opracowania statystycznego oraz mgr Elzbiecie Medynskiej,
p. Bozenie Szwacz-Kepinskiej i p. Hannie Malewicz za pomoc techniczna.

E. JbiMenxu

K BOIIPOCY 3ABUCUMOCTU MEXKJAY XPOHMYECKUM AJKOTOJU3IMOM
U CKJEPO30OM APTEPUII OCHOBAHUA MOSITA

Peszwome

B cBfA3M ¢ KOHTPOBEPCHMOHHBIMM B3IJIAJaMM OTHOCUTEJIBHO 3aBUCUMMOCTM MEXAY
350ynorpebiieneM alJIKOTOJIA M Pa3BUTMEM CKJepo3a IPOBOAMJIOCH CpaBHEHME Bbipa-
JKEHHOCTM CKJIEPOTUMYECKMX M3MEHEHMII apTepMaJIbHOTO Kpyra MO3ra MezKJAy TI'PyIIToi
HalMEeHTOB CTPajalollMX XPOHMYECKMM ajKOTOJM3MOM M TIpymmnoi OOJbHBIX He
3710y nOoTPEOJIAIMX aJIKOT0JIs.

Anann3y noaseprajici CeKUMOHHBI Matepuas 1807 ciy4daeB IamMeHTOB BO3PacTOM
ceblle 35 Jier, cobpaHHBIX M3 Tpex rocmuraneir 3a nepuoxy or 1961 mo 1978 .
XPpOHUYECKMI AJKOTOJIM3M MMeJ] MecTO y 93 manMeHTOB.

OueHKyu HaCUJIEHMs M PacIPOCTPAHEHMA CKJepo3a MO3TOBBIX apTepuili IIPOBOAM-
Jach cCuUCTeMO) KoaupoBauus Bakepa (cymMa OLEHKM CTeleHM CKJepo3a B 22 IIyHKTax
apTepMualibHOrO Kpyra).

Pe3yabTaThl MCCAEAOBaHMI yKA3bIBAIOT, YTO BbIPAXKEHHOCTH CKJIEPOTUMYECKUX U3Me-
HEeHMI MO3TOBBIX apTepuii y ITalUMeHTOB Bo3pacTra OoT 35 n0 70 roga Ku3HM MeEHblIe
y TanMeHTOB CTPAJAaIOIIMX XPOHMYECKMM aJIKOTOJIM3MOM 4YeM y JMI| He 3J0ymnoTpeb-
asaommx ankoroaeMm. OneHkKa 9TUX pe3yJbTaToOB TpebyeT ompeleseHHO OCTOPOIKHOCTH
u3-3a TOro, 4YTo0 (pakT 3J0ynoTpebieHus aJKOroJsA MOXKeT OTCYTCTBOBAaTh B aHaMHe3se,
ocobenHo y OOJBbHBIX IPUHATHIX B TOCOMTAJNL B THXKEJIOM cocToanun. OpHako
rpynna NalyeHTOB, y KOTOPBLIX KJIMHUYECKM Obl oOHapyzKeH XPOHMYECKMII aJKOro-
JIM3M He BbBI3bIBA€T COMHEHMA OTHOCUTEJIbHO JMar{Ho3a, M 4YTO 3a I3TUM CleayerT,
OTHOCUTEJbHO ee LEeHHOCTM KaK MaTepuaja MCCIeNOBaHMUA.

B pabore obcyzxpaercs psAj TUMIOTE3 KacallMXCA MeXaHM3Ma BIMAHMUA aJKOTOJA
Ha MpOoLEecC OTKJAJbIBAHMUA JIMUIMAOB B CTEHKe COCYyIOB.

Pe3ynprarsl paboTbl MOBOPAT O TOM, YTO B MCCJIEJOBAHMAX CPEACTB TOPMO3ALINX
pa3BuTHe CKJlepo3a caeayeT obparurk 6oJibllle BHMMAaHMA Ha JEMCTBME AaJIKOTOJIA.
BrlsicHeHMe CYUIHOCTM €r0 BJIMAHMA Ha COCYAMCTYIO CHUCTEMy MOIKeT CIIocOobCTBOBATH
YIAYYLIEHUI0O METOAOB ITPOMUIAKTMKM CKJepo3a.
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J. Dymecki

ON THE RELATIONSHIP BETWEEN CHRONIC ALCOHOLISM
AND ATHEROSCLEROSIS OF BASAL ARTERIES OF THE BRAIN

Summary

In connection with the controversy around the relationship between alcohol
abuse and the development of atherosclerosis, the intensity of atherosclerotic chan-
ges in the cerebral arterial circle in patients suffering from chronic alcoholism
and in those not abusing alcohol were compared.

The analysis involved autopsy material of 1807 cases, all in the age above 35
years, collected from 3 hospitals in the period of 1961—1978. Chronic alcoholism
was diagnosed in 93 patients.

The intensity and expansion of atherosclerosis was evaluated with the Baker’s
coding system (sum of evaluations in 22 points of the arterial circle).

The results indicate the intensity of sclerosis of cerebral arteries in patients
with chronic alcoholism to be less than in those not abusing alcohol. This eva-
luation is acceptable with the reservation that, alcohol abuse could have escaped
consideration in case history, in particular in patients who became hospitalized
in critical condition. Nonetheless, the group of patients with clinically diagnosed
chronic alcoholism raised no doubts as to the correctness of diagnosis and is
considered as fully relevant for these studies.

A number of hyootheses concerning the mechanism of action of alcohol on
lipid deposition in arterial walls were discussed.

The results suggest that further studies of drugs inhibiting the development
of atherosclerosis should take into account the effect of alcohol. Elucidation of
the essence of this effect may contribute to the improvement of the methods
used in prevention of atherosclerosis.
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Among the demyelinating diseases encountered in neuropathology, one
of the rarest is the progressive multifocal leukoencephalopathy (MPL).
which was first described by Astrom et al. (1958). Though the disorder
may be suspected clinically, a diagnosis can be made only by histo-
pathological methods.

CASE REPORT

A 62 years old man had suffered for 5 years from lymphosarcoma.
This diagnosis was confirmed by biopsy. Treatment consisted in repea-
ted irradiations. Seven weeks before death the patient developed a slo-
wly progressing right hemiparesis with facial weakness. During the
last week he showed decreased responsiveness. The patient became
aphasic, confused and lapsed into a coma prior to his death.

At general autopsy, lymphomatous deposits were found in many vis-
cera, but not in the brain. On partial section of unfixed brain, several
small, round areas of discoloration in the left frontal lobe were found.
Samples for virological investigations were not taken. The brain was
placed in formaline and cut after 2 weeks. Numerous tiny, lentilshaped
foci were found in the medullar substance of the left frontal lobe. The
largest foci were noted in the right frontal lobe and in the temporal
lobes. In some areas the whole white matter was involved. The afflicted
areas appeared as gelatinous zones and softenings on the cutting sur-
faces. The cortex seemed to be unaffected.

Microscopic findings. The brain slices were embedded in paraffin sec-
tioned and stained (hematoxylin-eosin, van Gieson, Nissl, Jabonero,
Holzer, Sudan III, Ceres). The multiple lesions varied from small, sca-
ttered foci of demyelination to extensive areas of large, confluent zones
of demyelination (Fig. 1).
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A

Fig. 1. Multiple demyelination foci in the cerebral white matter. Ceres myelin
stain. Magn. glass.
Ryc. 1. Liczne ogniska demielinizacji w istocie bialej po6tkuli moézgu. Met. Ceresa.
Pow. lupowe.

7 e s » -l
-y 2 : L4
. * N
Fig. 2. Large, irregular, partly multinucleated astrocytes H-E., X 320.
Ryc. 2. Duze, przerosle, w czedci wielojadrzaste astrocyty. H-E. Pow. 320 X.
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Fig. 3. Enlarged amphophilic oligodendroglial nucleus (arrow) H-E. X 400.
Ryc. 3. Powiekszone amfofilne jadro oligodendrocyta (strzalka) H-E. Pow. 400 X

Fig. 4. Virus-like particles in crystalline-like clusters in the nucleus of glia cell
ME X 58 000.

Ryc. 4. Czastki wiruso-podobne o ukladzie krystalicznym w jadrze komorki gle-
jowej. ME. Pow. 58 000 X.
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The axors were damaged in some areas and well preserved in others.
Most of the foci were predominantly composed of sudanophilic fat-con-
taining macrophages. Histological examination showed numerous large
protoplasmatic, partly multinucleated astrocytes, some of them repre-
senting bizarre monster glia (Fig. 2). In addition, enlarged oligoden-
droglia with basophilic and amphophilic nuclei was seen, likely to
contain inclusion bodies (Fig. 3). Striking inflammatory changes were
not present. In some sections mild perivascular cuffings were seen. Mi-
croscopically the process involved all the central nervous system, but
spinal cord. The meninges were not affected. Electron microscopy was
performed on brain tissue from areas with verified lesions. The brain
remained fixed in formaldehyde for about 2 years. Virus-like particles
were seen in the nuclei of glial cells. They were freely dispersed or
packed in crystalline-like clusters (Fig. 4). The particles were spherical
and had an electron translucent core surrounded by a darker zone, pre-
sumably a capsid structure. The diameter of the particles was about
35 nm. Filamentous structures were absent.

DISCUSSION

MPL has often been reported as a complication of immunological de-
fects in a consequence of immunosupressive treatment of different dis-
eases (Manz et al. 1971; Sponzili et al. 1975). Frequently it is associa-
ted with other serious diseases, mostly leukemias and lymphomas. It
has been also described in patients after renal transplantation. In some
cases MPL has a character of primary disease, occurring in persons with
no previous report of any pathological condition (Dambska et al. 1972).

In many cases MPL is considered as a papova-like virus disease.
This infectious agent was first detected by ZuRhein (1965). In 1971
Padget et al. cultivated a papova-like virus from the brain of a patient
with MPL. Other viruses of the papova group were isolated by Weiner
et al. (1972).

The frequency of the disease is unknown. More than 100 cases have
been reported up to date. Up to now no effective treatment of the dis-
ease is available (Conomy et al. 1974).

The presented report aimes to demonstrate that presumable multiple
encephalomalacias might emerge to be MPL. Therefore a thorough exa-
mination of the brain is essential.

http://rcin.org.pl



Nr 3 Multifocal progressive leucoencephalopathy 475

H. F. Gerlach, H. J. Holzhausen
POSTEPUJACA WIELOOGNISKOWA LEUKOENCEFALOPATIA
Streszczenie

Autorzy przedstawili przypadek postepujacej wieloogniskowej leukoencefalo-
patii u 62-letniego mezczyzny w przebiegu miesaka limfatycznego. Podkreslono
wage dokladnego badania neuropatologicznego przypadkéw z rozsianymi ogniska-
mi rozmiekania istoty bialej moézgu, dla prawidlowego rozpoznania zespolu cho-
robowego.

I'. @. Tepasax, I A. XoabuxayseH
IIPOTPECUPYIOIIIAA MHOTO®OKYCHASA JEMKOSHIIEDAJOITATUSA
Pe3zmomMme

ABTOpBLI IpPEJCTAaBMINM Clly4daii [IPOTpecHMpylollen JenkosHuedanonatun y 62-yer-
HEero MYKYMHBI € JIMUM@PaATUIECKOi capkKoMoit. JIas nmpaBMJIBHOTO AMArHo3a CuHAPOMa
0oJie3HM IIOJUEPKMBAETCA 3HA4YeHMe TOYHOTO0 HEeIPOIIaTOJIOTMYeCKOro MCCjeI0BaHusd
cillyyaesB ¢ paccesHHBIMM (pOKycaMyu pa3MmMaKauusa 6esioro BelmecTsa MO3ra.
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Miotonia wrodzona jest rzadkg chorobg dziedziczna, w ktoérej mecha-
nizm uszkodzenia komorki mie$niowej oraz patogeneza obserwowanych
w jej przebiegu zaburzen czynnosci mies$ni szkieletowych nie sg wy-
jasnione (Hausmanowa-Petrusewicz 1977). Badania w mikroskopie
$wietlnym wykazaly niewielkie zmiany morfologiczne polegajace na
przemieszczeniu jader komorek miesniowych z obwodu do srodkowych
czesci cytoplazmy (Fidzianska, Biczyskowa 1967; Garcin i wsp. 1967).
Natomiast badania biochemiczne wykazaly w komoérkach miesniowych
zaburzenia gospodarki lipidowej i zaburzenia proceséw energetycznych
mitochondriéw (Kuhn, Seiler 1970; Hausmanowa-Petrusewicz 1977).
W pismiennictwie polskim znalezliSmy opis ultrastruktury miesni szkie-
letowych trzech przypadkéw miotonii wrodzonej (Fidzianska, Biczysko-
wa 1967). Rzadko$¢ tego schorzenia oraz pewne odrebnosci w ultra-
strukturze, w poréwnaniu z dotychczas opisanymi przypadkami, sklo-
nily nas do przedstawienia obrazéw ultrastrukturalnych miesni szkiele-
towych dwu dalszych przypadkéw miotonii wrodzonej.

OPIS PRZYPADKOW

Dane kliniczne

Przypadek T.: Chory L. M. Nr hist. chor. 2970/155, lat 21, od roku
zolnierz stuzby czynnej, od kilku lat stwierdza u siebie przetrwale skur-
cze miesniowe zwlaszcza w obrebie mie$ni dloni, konczyn dolnych
i twarzy. Skurcze te wystepuja po ruchach dowolnych i nasilajg sie
przy oziebieniu. W stanie przedmiotowym stwierdzono atletyczng bu-
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dowe ciala ze znacznie przerosnietymi miesniami obreczy barkowej, kon-
czyn gornych i obu podudzi (ryc. 1). Badaniem neurologicznym z od-
chylen stwierdzono tylko dodatni objaw miotoniczny szczegélnie wyraz-
ny w obrebie mie$ni konczyn dolnych, dioni i twarzy.

Ryc. 1. Chory L. M. Zwraca uwage atletyczna budowa ciata z przero$nietymi mies-
niami koneczyn dolnych i obreczy barkowej.
Fig. 1. Patient L. M. Athletic constitution. Hypertrophied muscles in lower extre-
mities an acromial girdle.

Badanie EMG wykazalo w mie$niu przywodzicielu prawego kciuka
i w mie$niu naramiennym prawym liczne ciagi miotoniczne przy prawi-
dtowym zapisie wysitlkowym. 15-minutowa proéba oziebienia konczyny
wykazala znaczne nasilenie czynnosci miotonicznej.

Przypadek II.: Chory‘C: S. Nr. hist. chor. 5137/206, lat 20, od szesciu
miesiecy zolnierz shuzby czynnej, od 2 lat stwierdza u siebie przetrwate
skurcze miesniowe wystepujace po ruchach dowolnych szczegdélnie
w obrebie miesni obu rak i konczyn dolnych. Dolegliwosci te znacznie
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nasilajg sie po wysitkach fizycznych i w niskiej temperaturze. W stanie
podmiotowym stwierdzono prawidlowg budowe ciala bez cech przerostu
mie$ni szkieletowych. Badaniem neurologicznym z odchylen stwierdzo-
no tylko dodatni objaw miotoniczny szczegélnie wyrazny w obrebie
miesni obu dloni i obu podudzi. Badanie EMG wykazalo w miesniu
przywodzicielu kciuka prawego i w mies$niu naramiennym prawym licz-
ne ciggi miotoniczne (ryc. 2) nasilajace sie po oziebieniu, przy prawidlo-
wym zapisie wysitkowym.

Wywiad rodzinny w obu przypadkach byl niemozliwy do zebrania.
Chory L. M. jest wychowankiem domu dziecka, natomiast rodzice cho-
rego C. S. zmarli przed wielu laty.

£:S.1.20
£1398/77

| ‘[3000 W

200msek

Ryc. 2. Krzywa EMG z ciggiem miotonicznym.
Fig. 2. EMG curve with a myotonic course.

Badanie w mikroskopie elektronowym

Wycinki do badan w mikroskopie $wietlnym i mikroskopie elekrono-
nowym pobrano od obydwu chorych z miesnia brzuchatego tydki. Ma-
terial do badan w mikroskopie $wietlnym utrwalono w 10% formalinie.
Preparaty wykonano metodg bloczkéow parafinowych i barwiono H-E.
Do badan w mikroskopie elektronowym drobne fragmenty tkanki mies-
niowej utrwalono w 1% aldehydzie glutarowym, a nastepnie w 1% czte-
rotlenku osmu. Material po odwodnieniu w szeregu acetonéw zatopiono
w Vestopalu W. Pélcienkie skrawki barwiono biekitem toluidyny i fio-
letem krezylu i oceniano w mikroskopie $wietlnym. Ultracienkie skraw-
ki kontrastowano octanem uranylu i cytrynianem olowiu i oceniano
w mikroskopie elektronowym UEMW-100L.

WYNIKI

Obraz w mikroskopie $wietlnym w obu przypadkach byl identyczny.
Zmiany polegaly na przemieszczeniu jader komoérek miesniowych do
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$rodkowych cze$ci cytoplazmy. Jadra te miejscami lezaly blisko siebie
tworzgc dlugie szeregi.

Obraz mikroskopowo-elektronowy byl w obu przypad-
kach podobny. StwierdziliSmy niewielkiego stopnia zniszczenie miofi-
bryli, najwyrazniej widoczne w obwodowych czesciach komoérek. W wy-
niku ubytku filamentéw w obwodowych cze$ciach sarkomerow powsta-
waly niekiedy rola waskich, jakby przeczesanych miofibryli, o szerokich
przestrzeniach miedzywlokienkowych, najczesciej wypelnionych przez
grupy duzych nieregularnych mitochondréw (ryc. 3). W obrebie za-

%ﬁ" £ A -, YR ”.r-\ R A 2 PTG 0 Y
Ryc. 3. Skupienie rozdetych mitochondriéw w okolicy podotoczkowej. W ich bez-
posrednim sgsiedztwie widoczna kula lipidowa. Pow. 22200 X.

Fig. 3. Accumulation of swollen mitochondria in the subareolar region. Lipid ball
in their close vicinity. X 22 200.

niklych, waskich miofibryli wystepowaly przerwania w réznych od-
cinkach sarkomeréw. Przerwania cigglosci miofibryli mozna bylo nie-
kiedy stwierdzi¢ réwniez w obrebie sarkomeréw o normalnej grubosci
(ryc. 4). Nie stwierdziliSmy wybioérczego niszczenia kompleksu aktyny
Jub miozyny. Stosunkowo czesto przerwania wystepowaly w miejscu
prazka Z. Zmiany w miofibrylach mialy charakter ogniskowy, w pozo-
stalej czesci cytoplazmy komoérek miesniowych wystepowaly niezmie-

http://rcin.org.pl



Nr 3 Ultrastruktura miesni w miotonii wrodzonej 481

Ryec. 4. Przekr6j podluzny przez wilokno miesniowe. Obraz ze srodkowej czesci cy-
toplazmy. W przestrzeni miedzywlokienkowej rozdete mitochondrium. Widoczne
poprzerywania miofibryli gléwnie w miejscu prazka Z. Pow. 23000 X.

Fig. 4. Muscle fiber, longitudinal section. Picture from central part of cytoplasm.
Swollen mitochondrion in the interfibrillar space. Disruption of miofibrilles, mostly
in the region of Z stria. X 23000.

nione miofibryle z sarkomerami bez morfologicznych odchylen od nor-
my. Druga grupe zmian stanowily zmiany w mitochondriach. Liczba
mitochondriéw byla znacznie wieksza od spotykanej w normalnych ko-
morkach mieéniowych, a uklad ich bardzo nieregularny. Nie stwierdzi-
liSmy typowego dla komorek rﬁieéniowych ulozenia kulistych mito-
chondriéw na wysokoéci prazka I, a pateczkowatych w poblizu prazka A.
Lezaly one bezladnie w przestrzeniach miedzywlokienkowych. Wyste-
powaly réwniez pola zaréwno kulistych jak i pateczkowatych lub nie-
regularnych, duzych mitochondriéw (ryc. 3, 5). SpotykaliSmy je zarowno
w okolicy podotoczkowej jak i w $rodkowych czesciach cytoplazmy, gdzie
wypelnialy one poszerzone przestrzenie miedzywlokienkowe. Cze§é mi-
tochondriow ulegla rozdeciu. We wnetrzu rozdetych mitochondriow spo-
tykalismy ciatka mielinowe (ryc. 8). Stosunkowo czesto w poblizu mi-
tochondriéw w bezposrednim kontakcie z ich blona lezaly kuliste lub
nieregularne twory zbudowane z homogennej substancji odpowiadajgcej

Neuropatologia Polska — 10
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Ryc. 5. Obraz obwodowej czes$ci cytoplazmy. Poszerzone przestrzenie miedzywlo-
kienkowe wypelnione przez liczne, nieregularnych ksztattow, mitochondria. Wi-
doczne cienkie miofibryle poprzerywane w roznych odcinkach. Pow. 17500 X.

Fig. 5. Peripheral part of cytoplasm. Dilated interfibrillar spaces filled with nu-
merous irregularly shaped mitochondria. Thin miofibrilles disrupted in wvarious
segments. X 17 500.
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swoim wygladem cialom lipidowym (ryc. 3, 6). Kule lipidowe wpuklaty
sie niekiedy do $wiatla mitochondriéw (ryc. 6). Mozna bylo roéwniez
zauwazy¢ stopniowe przechodzenie kul lipidowych we wpuklajgce sie
do mitochondriow ciatka mielinowe (ryc. 7). Jadra komoérek miesnio-
wych, poza ich ulozeniem w $rodkowych czeSciach cytoplazmy, nie wy-
kazywaly zadnych morfologicznych odchylen od stanu prawidlowego.
Nie stwierdziliSmy réwniez zmian w tkance podscieliskowej i naczyniach
krwionos$nych.

DYSKUSJA

Zmiany ultrastrukturalne stwierdzane w badanych przez nas przy-
padkach miotonii wrodzonej dotyczg w zasadzie dwoch elementéw ko-
moérki miesniowej — miofibryli i mitochondriow. Stwierdzone przez nas
zmiany zanikowe oraz przerywania miofibryli sg identyczne z uprzed-
nio opisanymi w przypadkach miotonii wrodzonej (Fidzianska, Biczys-
kowa 1967; Garcin i wsp. 1967). Zmiany tego typu opisano réwniez
w mieséniach szkieletowych, w postepujacej dystrofii miesniowej, a tak-
ze w dystrofii miotonicznej (Aleu, Afifi 1964; Afifi i wsp. 1966). W mi-
tochondriach opisano caly szereg zmian w réznych schorzeniach miesni
szkieletowych okreslanych niekiedy wspélng nazwa miopatii mitochon-
drialnych (Ernester i wsp. 1959; Shy, Gonatas 1964; Shy i wsp. 1966;
D’Agostino i wsp. 1968; Costaigne i wsp. 1972). Stwierdzane przez nas
rozdecia mitochondriow, cialka mielinowe w ich wnetrzu oraz bliski
kontakt mitochondriéw z kroplami lipidowymi nie byly do tej pory
opisane w miotonii wrodzonej.

Jak wynika z analizy naszych elektronograméw (ryc. 6, 8) wpuklanie
sie do wnetrza mitochondriow kul lipidowych stopniowo przechodzacych
w cialka mielinowe moze dawaé¢ na niektorych przekrojach wrazenie
obecno$ci tych struktur we wnetrzu mitochondriow. W zwigzku z tym,
przynajmniej cze$¢ cialek mielinowych obserwowanych przez nas we
wnetrzu mitochondriéw, moze stanowi¢ tylko poprzecznie przecigte
wpuklenie struktur lezacych faktycznie poza mitochondrium. Ciatka
mielinowe nie sa charakterystyczne dla miotonii wrodzonej i najczescie]j

Ryc. 6. Kula lipidowa wpuklajaca sie do mitochondrium. Pow. 17200 X.

Fig. 6. Lipid ball invaginating into a mitochondrion. X 17 200.

Ryc. 7. Kula lipidowa stopniowo przechodzaca w ciatko mielinowe wpuklajace sig

do mitochondrium. Pow. 21000 X.
Fig. 7. Lipid ball gradually developing into a myelin body, invaginating into
a mitochondrion. X 21 000.
Ryc. 8. Cialtko mielinowe lezace w rozdetej czesci mitochondrium. Pow. 29 400 X
Fig. 8. Myelin body in a swollen part of mitochondrion. X 29 400.
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wystepuja w przewleklych stanach zapalnych mieéni szkieletowych (Sato
i wsp. 1971; Hausmanowa-Petrusewicz 1977). Natomiast bliski kontakt
kul lipidowych z mitochondriami opisano w wielu réznych stanach pa-
tologicznych komoérki miesniowej, miedzy innymi w miopatiach dziecig-
cych, a takze w dystrofii miotonicznej (Aleu, Afifi 1964; Shy i wsp. 1966).
Wedlug Palade’a i Schidlowsky’ego (1958) kule lipidowe s materialem
energetycznym zuzywanym przez mitochondria w zaburzeniach prze-
miany lipidéw przebiegajacych z niedostateczng fosforylacja kwasow
ttuszczowych. Bliski kontakt cial lipidowych z blong mitochondriow
umozliwia wtedy fosforylacje kwasow tluszczowych przez uklady enzy-
matyczne mitochondriow. Za tego typu interpretacja naszych obrazow
moze réwniez przemawia¢ fakt stwierdzenia w komorkach miesniowych
w miotonii wrodzonej, zmniejszonego poziomu oksydacyjnej fosforylacji
oraz zaburzen przemiany lipidowej, zwlaszcza w zakresie fosfolipidow
(Kuhn, Seiler 1970; Hausmanowa-Petrusewicz 1977).

B. Yepusak, A. fApomesny, . Cojgeuxu

VIBTPACTPYKTYPA CKEJETHBIX MBIl BO BPEXKJIEHHOM MUOTOHUU
Pes3momMme

IIpeacTaBiieHa yJabTPacTPYKTypa CKEJIETHBIX MbIIIL JABYX CJy4daeB BpPOXKIEHHOM
myuoronyyt. KpoMe 70 C¢uX NOpP ONMCAHHBIX M3MEHEHMI B Buje HeDOJbIION aucTpodum
MuoubpuIIoB M MX IOBpeRAeHMi, ODHApPyXKMBaJMUCh MHOTOYMCJIEHHBbIE JIUMUAHbIE
mapbl ¥ MMUeJIMHOBBIE TeJblla, M3rubarolMecs MHOTJA BHYTPb MUTOXOH/PUEB.

ABTODBI, Ha OCHOBAHMM JIUTEPATYPHBIX JAHHBIX M aHaJAM3a COOCTBEHHBIX 3JIEKTPO-
HOTPaMOB, BBIIBATAIOT TMIIOTE3a, HTO IIOJyYeHHble WM3MEeHEeHMs MOTYyT COCTaBJIATh
MOpPGOJIOrMYecKMiI ITOKa3aTesb HapylueHuit Merabonu3mMa JIMOMAOB B MBILIEYHOM
KJIeTKe B 970y 0oJie3Hu.

B. Czerniak, A. Jaroszewicz, J. Solecki

THE ULTRASTRUCTURE OF SKELETAL MUSCLES IN CONGENITAL
MYOTONY

Summary

The study deals with the ultrastructure of skeletal muscles in two cases of in-
born myotony. Beside earlier described changes such as partial atrophy and dis-
ruption of myofibrilles, numerous lipid balls and myelin bodies were observed,
some of them invaginated into mitochondria.

Basing on the literature data and own electronograms, the authors put for-
ward a hypothesis that the observed changes may be considered as a morpho-
logic manifestation of disturbances of lipid metabolism in muscle cells in this
nosologic unit.
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KRYSTYNA RENKAWEK

WEASCIWOSCI MORFOLOGICZNE, HISTOENZYMATYCZNE
I ULTRASTRUKTURALNE SRODBLONKOW NACZYN
WELOSOWATYCH MOZGU W ORGANOTYPOWEJ HODOWLI
POZAUSTROJOWEJ

STRESZCZENIE PRACY HABILITACYJNEJ

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

Naczynia wlosowate osrodkowego ukladu nerwowego charakteryzujg
sie swoistymi wlasciwosciami morfologicznymi i fizjologicznymi, zapew-
niajgcymi regulacje wymiany substancji miedzy krwig i tkankg (Lee
1971; Jasinski, Kilarski 1976). Kapilary moézgu wraz z systemem otacza-
jacych je wypustek glejowych pelnig role bariery uniemozliwiajgcej
przechodzenie z naczyn do moézgu bialek, wielu zwigzkéw wystepujacych
w osoczu krwi oraz kompleksow barwnikowo-bialkowych (Ehrlich 1885;
Hoffman 1961; Klatzo i wsp. 1962). Nieprzepuszczalno$¢ naczyn wloso-
watych moézgu dla biatek wiaze sie z ich odmienng budowg polegajaca
na istnieniu potaczen $cistych miedzy komoérkami srodbtonka (Karnovsky
1967; Brightman, Reese 1969). Polaczenia $ciste nie tworzg jednak barie-
ry dla jonéw, aminokwaséw i glukozy, a stopien przepuszczalnosci na-
czyn moézgowych moze ulega¢ zmianie w nastepstwie dzialania réznych
czynnikéw nie naruszajgcych integralno$ci miedzykomérkowych polag-
czen S$cistych (Agnew, Crone 1967; Sershen, Lajtha 1976).

W Swietle badan prowadzonych od szeregu lat nad wyjasnieniem me-
chanizméw regulujacych przepuszczalnos¢é naczyn moézgowych dla po-
szczegOlnych substancji ustalono, ze przepuszczalno$é naczyn mozgowych
zwigzana jest ze zjawiskiem aktywnego transportu substancji poprzez
komorki $rodblonka naczyn wlosowatych. Zrédlo energii dla aktywnego
iransportu znajduje sie w komoérkach srodbtonka odpowiedzialnych za-
réwno za naczyniowy etap czynnego transportu substancji z krwi do
moézgu, jak i za zjawiska bariery naczyniowo-tkankowej. W tym s$wietle
szczegblnego znaczenia nabiera zagadnienie wyposazenia komorek $rod-
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blonka naczyn wlosowatych mézgu we wlasciwe uklady enzymatyczne,
uczestniczace w procesach aktywnego transportu. Szereg autoréow (Al-
bert i wsp. 1966; Joo i wsp. 1967; Farkas-Bargeton, Arsenio-Nunes 1970)
przyrisuje podstawowe znaczenie w przepuszczalnosSci naczyn esterazie
butyrylocholinowej (BChE-aza), fosfatazie zasadowej (FZ-aza) i gam-
ma-glutamyltranspeptydazie (GGTP-aza), wigzac ich czynnos¢ z utrzy-
maniem i regulacja mechanizméw barierowych krew-mozg. Z badan nad
przepuszczalnoscig naczyn moézgu mozna sgdzi¢, ze rola $rodblonkow
naczynh moézgu jest inna niz w narzgdach, w ktorych nie istnieje wy-
biéreza, zréznicowana przepuszczalno$¢ naczyn, okre$lana nazwa barie-
ry krew-tkanka. Mozna zatem przypuszczaé, ze znajduje to rowniez wy-
raz w odrebnosciach enzymatycznych srédblonkéw naczyn wlosowatych
moézgu i innych narzadéw. Dla oceny funkeji i wlasciwosci biologicznych
komorek $rodblonka istotne jest rowniez wyjasnienie czy okreslone wias-
ciwo$ci enzymatyczne komoérek srodblonka sg ich cecha ,,wrodzong” (in-
trinsic factor), czy uwarunkowane sg zlozonymi procesami zwigzanymi
z krazeniem krwi w naczyniach in situ, wptywami ich $rodowiska tkan-
kowego, oddzialywaniem zwigzkéw chemicznych zawartych we krwi itp.

Wylaczenie komoérek $rédblonka spod wplywoéw ich naturalnego sro-
dowiska w hodowli pozaustrojowej moze sprzyja¢ lepszemu poznaniu
ich wlasciwosci biologicznych oraz ich udzialu w procesach zwigzanych
z przepuszczalno$cig naczyn zaré6wno w stanach fizjologicznych jak i pa-
tologicznych.

W1lasciwosci morfologiczne i metaboliczne $rédblonka in vitro sg ma-
to poznane. Dotychczasowe badania nad komoérkami $rédblonka w ho-
dowli pozaustrojowej dotycza przede wszystkim innych niz moézg na-
rzadéw (Altschul 1954), a ich wyniki sg malo zachecajace. Wskazujg one
bowiem na niemoznos$¢ identyfikacji komoérek srodblonka w hodowli,
trudno$¢ ich utrzymania in vitro przez odpowiednio diugi okres czasu,
na brak wzrostu komorek sSrédblonka w hodowlach organotypowych,
a przede wszystkim ich przeksztalcanie sie w fibroblasty.

Celem podjetych badan bylo: 1) uzyskanie wzrostu naczyn wlosowa-
tych w hodowlach organotypowych moézdzku i opony miekkiej oraz in-
nych narzadéw poza osrodkowym ukladem nerwowym (skoéra, zebro);
2) okres$lenie aktywnosci enzyméw zwigzanych z mechanizmami bariero-
wymi krew-mozg (BChE, Fz, GGTP-azy); 3) wykazanie roéznic i podo-
bienstw wlasciwosei enzymatycznych $rédblonkéw naczyn nie tworzg-
cych ukladéw barierowych krew-tkanka (splot naczyniéwkowy, skoéra,
zebro); 4) obserwacja mikroskopowo-elektronowa tworzenia i dojrze-
wania naczyn in vitro, a szczegdlnie struktur morfologicznych odpowia-
dajacych za ich wlasciwosci barierowe (polgczenia Sciste, blona podstaw-
na, okolonaczyniowa ostona glejowa).
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MATERIAEL I METODY

Badania przeprowadzono na hodowlach organotypowych moézdzku,
opony miekkiej, splotu naczyniowkowego, skory i zeber pochodzacych
cd noworodkéw, plodéw szczurzych i zarodkéow kurzych w réznych
fazach rozwoju. Hodowle zakladano w komorach Maximova wedlug me-
todyki podanej poprzednio przez Renkawek i wsp. (1976). Otrzymano
wzrost okolo 1000 hodowli, z ktérych wiekszos¢ uzyto do badan histo-
chemicznych i enzymatycznych. Hodowle oglagdano codziennie w mikro-
skopie $wietlnym, a naczynia fotografowano przyzyciowo w mikrosko-
pie fazowo-kontrastowym. Hodowle poszczegélnych tkanek w kolejnych
tygodniach wzrostu in vitro utrwalano w roztworach odpowiednich do
zastosowanej metody barwienia, a nastepnie barwiono fioletem krezylu,
blekitem toluidyny, wedlug metody azanowej, zmodyfikowanej metody
Mallory-Massona, Jennera-Giemsy, Bielschowskyego-Foota, Sudanem
czarnym B, PAS, PAS-dimedonem. W hodowlach z poszczegélnych grup
doswiadczalnych badano aktywnos¢ esterazy butyrylocholinowej (BChE),
(Karnovsky, Roots 1964), fosfatazy zasadowej (Fz) (Burstone 1961}
i gamma-glutamyltranspeptydazy (GGTP) (Glenner i wsp. 1962; Albert
1 wsp. 1966).

W hodowlach mézdzku i opony miegkkiej wykonano ponadto badania
autoradiograficzne z tymidyna znakowang trytem z réwnoczesnie prze-
prowadzong reakcja enzymatyczng ujawniajacg aktywnos¢ fosfatazy za-
sadowej.

Hodowle z mézdzkéw noworodkéw szczurzych w wieku od 4—33 dni
in vitro pobierano do badan w mikroskopie elektronowym. Hodowle
utrwalano i przeprowadzano w sposéb standardowy i zatapiano w Epo-
nie 812. Skrawano na ultramikrotomie f-my LKB. Ultracienkie skrawki
kontrastowano w nasyconym roztworze octanem uranylu i cytrynianem
ofowiu i ogladano w mikroskopie elektronowym JEM 7A oraz 500 BS
f-my Tesla.

WYNIKI
Obraz morfologiczny

Wzrost srédbtonkéw i naczyn wlosowatych

Hodowle organotypowe mézdzku mnoworodkéw szczurzych i 9—I12-
-dniowych zarodkéw kurzych. W eksplantatach hodowli po 24 godzinach
przezycia in vitro obserwuje sie mniej lub bardziej liczne naczynia wio-
sowate w wiekszosci zawierajace elementy krwi, glownie erytrocyty.
Miedzy 3—6 dniem w strefie wzrostu najblizej polozonej w stosunku do
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eksplantatu stwierdza sie wyrastanie naczyn wlosowatych, a w wielu
hodowlach, gdy eksplantat jest dostatecznie cienki, mozna przesledzic
bezposrednig cigglo$¢ Scian nowotworzacych sie naczyn z naczyniami
macierzystymi polozonymi w eksplantacie. W 2 i 3 tygodniu wzrostu,
zaré6wno w hodowlach ogladanych przyzyciowo w mikroskopie fazowo-
-kontrastowym jak i po zabarwieniu metodami histologicznymi obser-
wuje sie liczne naczynia wlosowate wyrastajace do dalszej obwodowej
strefy wzrostu. Komoérki srodblonka tworza struktury tubularne z za-
chowanym $wiatlem naczyniowym i charakteryzuja sie wystepowaniem
licznych anastomoz i rozgalezien. Wokol naczyn wilosowatych obserwuje
sie Sciste przyleganie cytoplazmy czeSci perikarialnej komoérek glejo-
wych do $ciany naczyniowej jak rowniez tworzenie stopek naczynio-
wych przez wypustki astrogleju. Poza uformowanymi strukturami tu-
bularnymi raczyn wlosowatych w strefie wzrostu hodowli wystepuja
pojedyncze komorki srodblonka, tworzace uklady rownoleglych pasm
komérkowych lub tez lezgce luzno w obwodowe]j strefie wzrostu. Ko-
morki srodblonka i ich jadra maja charakterystyczne cechy morfologicz-
ne wyrozniajgce je od elementéow glejowych i fibroblastow, rosngcych
w hodowli. Jadra komorek srodblonka sa jasne, duze, owalne lub wy-
dtuzone i zawieraja delikatne ziarna chromatyny. Cytoplazma komoérek
jest obfita. Maja one dlugie, przewaznie dwie, wypustki czesto z odgale-
zieniami. Metody barwienia azanem i wg Mallory-Massona pozwalajg
na histologiczne odréznienie komorek s$rédblonka od innych komoérek
w hodowli.

Wiasciwosci morfologiczne komorek srédbtonka i ich sposéb wzrostu
oraz tworzenie struktur naczyniowych nie ulegaja istotnym zmianom
w okresie dwoch miesiecy obserwacji in vitro.

Hodowle organotypowe opony miegkkiej noworodkéw szczurzych i za-
rodkéw kurzych. W eksplantatach opony miekkiej od momentu zaloze-
nia hodowli widoczne sg liczne naczynia wlosowate wypelnione krwin-
kami czerwonymi. W ciagu 3—5 dni in vitro w strefie wzrostu hodowli
pojawiaja sie liczne naczynia wlosowate tworzgce anastomozy i rozga-
lezienia. Nowotworzgce sie naczynia widoczne w strefie wzrostu stano-
wig kontynuacje naczyn zawartych w eksplantacie zachowujac cigglos¢:
Sciany i typowsg dla naczyn wlosowatych strukture tubularng. Naczynia
wlosowate opon w eksplantacie i w strefie wzrostu hodowli sg otoczone
komoérkami mezenchymalnymi, a w niektérych polach wzrostu hodowli
réwniez komorkami glejowymi i ich wypustkami. Komoérki s$rédblonka
naczyn wlosowatych opony miekkiej majg charakterystyczne wlasci-
wosci morfologiczne i cechy wzrostu odrézniajace je od fibroblastow
i pozostalych elementéw mezenchymalnych opony in vitro.
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W 2 i 3 tygodniu wzrostu oprécz typowych struktur tubularnych
i sieci naczyn wlosowatych, w strefie wzrostu hodowli obecne sg liczne,
izolowane komorki $rodbtonka z duzymi, jasnymi jgdrami i dtugimi wy-
pustkami, niekiedy ukladajace sie w rownolegle pasma. Pojedyncze ko-
morki érodbtonka maja te same charakterystyczne cechy morfologiczne,
co $rodblonki uformowanych naczyn w eksplantacie i w strefie wzrostu.

Hodowle organotypowe skoéry 16-dniowych plodéw szczurzych i 8-
~-dniowych zarodkéw kurzych. Eksplantaty skory wraz z tkanka podskor-
ng zawierajg obfita sie¢ naczyn wlosowatych wtopiong w elementy tkan-
ki lacznej. Po 48 godzinach obserwacji in vitro wokét eksplantatu poja-
wiajg sie pierwsze wyrastajagce naczynia wlosowate otoczone licznymi
komoérkami mezenchymalnymi. W kolejnych dniach in vitro naczynia
wlosowate wyrastaja do strefy wzrostu, tworzac liczne anastomozy i roz-
galezieniach przypominajgc niekiedy sploty naczyniowe. W hodowlach 2-
tygodniowych liczne naczynia wlosowate z widocznym s$wiattem i lite
pasma komorek srodblonka stanowig dominujgcy element wienca
wzrostu.

Hodowle organotypowe zeber 19-dniowych plodéw szczurzych i 9-
-dniowych zarodkéw kurzych. W pierwszych dniach obserwacji hodowli
zeber in vitro naczynia wlosowate sa umiejscowione gltéwnie w tkance
Iacznej otaczajgcej kostniejace zebro, czes¢ z nich wystepuje réwniez
miedzy beleczkami kostnymi. Wyrastanie naczyn wlosowatych wystepu-
je w 2 1 3 dniu in vitro. Naczynia rosng wolno. Komoérki srédblonka
wyrastajg przewaznie wzdluz powierzchni kostnej zeber. W ciggu kolej-
nych dni in vitro komoérki $rédblonka wyrastaja do obwodowej strefy
wzrostu, tworzac typowe, réwnolegle uklady otaczajace waskie $wiatlo
naczyniowe, badz tez wystepuja pojedynczo jako elementy izolowane.

Hodowle organotypowe splotu naczynidwkowego noworodkéw szczu-
rzych i 10—12 dniowych zarodkéw kurzych. Eksplantaty splotu naczy-
niowkowego stanowig uformowang strukture morfologiczng z wyraznie
wyksztalconymi poszczegdélnymi elementami histologicznymi: komorka-
mi nablonka, zrebu lacznotkankowego i naczyn wlosowatych.

W rpierwszym tygodniu wzrostu splotu in witro naczynia wlosowate
rodobnie jak w hodowlach opony miekkiej i mézdzku tworzg sie¢ wza-
jemnych polaczen i odgalezien. Komorki $rodbtonka barwig sie szezegol-
nie intensywnie w metodzie Mallory-Massona z uwidocznieniem ciem-
no-czerwonego jadra i niebieskiej cytoplazmy. Po 2 i 3 tygodniach
wzrostu w hodowli obok struktur tubularnych i pasmowych wystepuja
roéwniez izolowane komorki srédblonka zachowujace typowe wilasciwosci
morfologiczne jader $rodblonka i rownolegle pasmowate uklady. W ho-
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dowlach po dluzszym okresie obserwacji in vitro (6—8 tygodni) naczynia
wlosowate znajduja sie w znacznej odleglosci od eksplantatu.

Badania autoradiograficzne z tymidyng znakowana trytem hodowli
moézdzkéw noworodkéw szczurzych.

W naczyniach wlosowatych eksplantu nie obserwuje sie ziaren srebra
nad jadrami komoérek s$rodblonka, wystepuja one natomiast nad jgdra-
mi pojedynczych komorek glejowych. W hodowlach 1-tygodniowych
ziarna srebra obecne sa nad jgdrami komorek $rodblonka naczyn wio-
sowatych wyrastajacych z eksplantatu i polozonych luzno w jego blis-
kim sgsiedztwie. W hodowlach 2-tygodniowych w naczyniach wlosowa-
tych w strefie wzrostu obserwuje sie pojedyncze jadra srédblonkow wy -
znaczonych znakowang tymidyna. W hodowlach w drugim miesigcu ob-
serwacji in wvitro liczne ziarna srebra wystepuja zaréwno nad jgdrami
pojedynczymi, izolowanych komorek s$rodblonka, jak i nad jadrami ko-
morek rosngcych w pasmach.

W eksplantatach opony miekkiej, w strefie wzrostu odleglej od eks-
plantatu wbudowywanie znakowanej tymidyny poza komoérkami $réd-
blonka wystepuje rowniez w wiekszosci jader komoérek mezenchymal-
nych i fibroblastow.

Rownoczesne podanie izotopu i wykonanie reakcji enzymatycznej
ujawniajacej aktywnos¢ fosfatazy zasadowej umozliwia lepsza identy-
fikacje komorek srédbtonka.

Obraz histochemiczny

Aktywno$¢ esterazy butyrylocholinowej (BChE): w eksplantatach
mozdzku noworodkéw szczurzych odczyn histochemiczny ujawniajgcy
aktywno$¢ BChE wystepuje we wszystkich naczyniach wlosowatych,
tworzgc obraz mapy wyznaczajacej ich obecno$¢ w eksplantowanej tkan-
ce. Wysoka aktywno$¢ enzymatyczna wystepuje réwniez w strukturach
tubularnych naczyn wlosowatych na obwodzie eksplantatu i w strefie
wzrostu hodowli. Odezyn ujawniajacy aktywno$¢ BChE jest obecny wy-
lgcznie w srédblonkach naczyn wlosowatych. Neurony i komorki glejo-
we, zar6wno otaczajace naczynie w uformowanej tkance eksplantatu
jak i rosngce luzno w strefie wzrostu nie wykazuja odczynu ujawniaja-
cego aktywnos$¢ BChE.

W kolejnych tygodniach wzrostu hodowli wysoka aktywnos¢ BChE
wystepuje nadal zaré6wno w naczyniach eksplantatu jak i w potozonych
bezposrednio wokoél niego, a takze w odleglej strefie wzrostu. Wysoka
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aktywnos¢ enzymatyczna jest widoczna rowniez w poszczegélnych ko-
morkach s$rodbtonka, zaréwno tworzgcych uklady pasmowate jak i lezg-
cych luzno wsrod komoérek glejowych. Koncowy produkt odczynu enzy-
matycznego BChE jest drobnoziarnisty, wystepuje w cytoplazmie peri-
karialnej i wypustkowej komoérek srodblonka. W niektérych komoérkach
wypelnia on $ci$le cytoplazme uwidaczniajac wolne od aktywnosci jad-
ra komoérkowe. Dzieki wybiorczej aktywnosci BChE w $rodblonkach na-
czyn wlosowatych mozna przesledzi¢ cigglos¢ wyrastajacych naczyn
i sie¢ wzajemnych polgczen komoérkowych.

Odczyn enzymatyczny ujawniajacy aktywno$¢ BChE w naczyniach
wyrastajacych z eksplantatow moézdzku zarodkéw kurzych jest znacznie
slabszy i mniej wybiorczy dla naczyn niz w moézdzku szczura.

Aktywnos¢ BChE nie wystepuje w zadnym typie naczyn opony miek-
kiej i splotu naczyniéwkowego.

Aktywnos¢ fosfatazy zasadowej (Fz): Odczyn enzymatyczny jest znacz-
nie nasilony w rozgatezionych strukturach naczyn wlosowatych w eks-
plantacie mozdzku i opony miekkiej obydwu badanych gatunkéow, poja-
wia sie i1 stopniowo narasta w komodrkach srédblonka wyrastajgcych
z eksplantatu. Produkt reakeji enzymatycznej jest ziarnisty i wystepuje
w cytoplazmie komorek z wyrazng akcentacjg odczynu przy blonie ko-
morkowej. W kolejnych tygodniach wzrostu hodowli odczyn ujawniaja-
cy aktywnos$¢ enzymu pojawia sie i narasta w komodrkach $roédblonka
nowotworzacych si¢ naczyn i jest szczeg6lnie nasilony w miejscu odga-
tezien naczyniowych.

Aktywnos¢ gamma-glutamyltranspeptydazy (GGTP): Odczyn enzyma-
tyczny jest obecny w naczyniach eksplantatéw mozdzku, opony miekkiej
i splotu naczyniéwkowego i w poszczegblnych naczyniach wyrastajacych
z eksplantatow do brzeznej strefy wzrostu. Produkt reakcji ma charak-
ter ziarnisty lub dyfuzyjny i wystepuje w cytoplazmie komoérek $rod-
blonka. Wysoka aktywnoé¢ enzymatyczna wystepuje réwniez w po-
szczeg6lnych naczyniach wlosowatych, tworzacych anastomozy i rosng-
cych w «dlegtej strefie wzrostu. W luzno lezacych, pojedynczych ko-
morkach $rodblonka aktywnos¢ GGTP-azy nie wystepuje badz tez ma
niewielkie natezenie i dyfuzyjny charakter. Poza tym ziarniste produk-
ty reakcji enzymatycznej wystepuja rowniez w cytoplazmie perikarial-
nej i w wypustkach komoérek glejowych.

Naczynia wlosowate skory i zeber wyrastajgce z eksplantatu jak i ros-
ngce na obwodzie hodowli nie wykazuja obecnosci odczynu histoche-
micznego ujawniajacego aktywno$¢ BChE, Fz i GGTP-azy. W eksplan-
tatach i w makrofagach wystepuje niekiedy nieswoiste zabarwienie
komorek po przeprowadzeniu reakcji dla poszczegdlnych enzymow,
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Dyfuzyjny odezyn GGTP-azy wystepuje w komorkach nablonka skory
i w krwinkach czerwonych wypelniajacych $wiatlo naczyn pochodza-
cych zaréwno ze skory jak i zeber.

Obraz mikroskopowo-elektronowy

W ciagu calego okresu obserwacji (4—33 dni in witro) w hodowli or-
ganotypowej mozdzku szczura wystepujg dwa réwnolegie procesy: doj-
rzewania naczyn oraz tworzenia naczyn wlosowatych z komorek s$rod-
btonka wyrastajacych z naczyn uformowanych.

Naczynia wlosowate eksplantatow w pierwszych dniach obserwacji
in vitro maja strukture naczyn niedojrzalych, wypelnionych elementami
krwi, z ktérych cze$¢ ulega zwyrodnieniu i rozpadowi. Swiatlo naczyn
otoczone jest przez kilka komorek srodblonka, ktérych przylegajgce
blony komoérkowe tworzg polgczenia przewaznie typu zwartego, o wi-
docznej strukturze blaszkowej. Naczynia otoczone sg cienka i nieciggla
blong podstawng o charakterze delikatnie wloknistym oraz wypustkami
glejowymi o réznym stopniu dojrzatosci. Komérki srédblonka charakte-
ryzujg sie obfita cytoplazma bogata w organelle, pecherzyki pinocytarne
i oplaszczone oraz mikrofilamenty i mikrotubule.

Komoérki srodbtonka wyrastajace do strefy wzrostu hodowli otoczone
sg cienka, delikatnie wiloknista blong podstawnag stanowigca przediuze-
nie blony podstawnej naczyn eksplantatu. Tworzace sie naczynia wlo-
sowate otoczone sg licznymi wypustkami glejowymi, z ktérych tylko
cze$¢ ma charakter typowych wypustek okolonaczyniowych astrogleju.
Mimo ich niedojrzatosci otaczajg one $cisle naczynia, tworzac przylega-
jacg ostone glejowa.

W kolejnych tygodniach obserwacji stwierdza sie dojrzewanie naczyn
w eksplantacie i naczyn utworzonych w strefie wzrostu. Mozna przesle-
dzi¢ kolejne stadia dojrzewania blony podstawnej az do utworzenia
szerokiej, homogennej warstwy wiloknistej. Naczynia otoczone sa licz-
nymi wypustkami glejowymi tworzgcymi podobnie jak in situ ,stépki”
okolonaczyniowe. W utworzonych naczyniach ksztaltuja sie polgczenia
o typie calkowitego zamkniecia poprzedzone tworzeniem sie odcinko-
wych polaczen zewnetrznych blaszek blon komoérkowych srodbtonka
oddzielonych waskg szczeling miedzykomoérkowa. Powstawanie plamek
przylegania prowadzi do calkowitego zamkniecia przestrzeni miedzy
Swiatlem naczynia, komoérkami $roédblonka, pericytami i wypustkami
glejowymi.

W strefie wzrostu hodowli, rzadziej w eksplantacie poza tworzgcymi
sie¢ naczyniami, wystepuja pojedyncze komorki sréodblonka rosnace
w Scistym kontakcie z komorkami glejowymi. Komorki te charaktery-
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zujg sie odmiennymi cechami morfologicznymi réznigcymi je od $réd-
btonkow uformowanych naczyn eksplantatu i naczyn wyrastajacych do
strefy wzrostu. Roznice strukturalne polegaja glownie na znacznym po-
faldowaniu blony komoérkowej, tworzgcej zakola i liczne kosmki polg-
czone wzajemnie optycznie gestymi zlaczami. Cytoplazma srédblonkéow
zawiera obfite typowe organelle. Szczegélnie bogata jest siatka $rodplaz-
matyczna obydwu typow, ktoérej kanaly wypelnione sa osmofilng sub-
stancjg amorficzng. W kolejnych fazach wzrostu in vitro komoérki $rod-
blonka 1gczg sie miedzy sobg, zamykajac $wiatla nowotworzgcych sie na-
czyn. Nastepnie otacza je blona podstawna i wypustki astrocytow.

OMOWIENIE

Bariera krew-moézg jest pojeciem czynnosciowym, tym niemniej funk-
cja barierowa naczyn osrodkowego ukladu nerwowego polegajaca na re-
gulacji wymiany substancji miedzy krwia i tkanka mozgu, uwarunko-
wana jest wlasciwosciami strukturalnymi i metabolicznymi komorek
$rodblonkéw naczyn wlosowatych, blony podstawnej i otaczajgcych na-
czynie astrocytow.

Hodowle organotypowe mozdzku i opony miekkiej stanowig korzyst-
ny model dla wzrostu naczyn wlosowatych jak réwniez dla prowadzenia
réwnoczesnych badan poréwnawczych wlasciwosci metabolicznych $rod-
tlonkéw naczyn innych narzgdéw, w ktoérych nie wystepujg mechanizmy
barierowe krew-tkanka. Dla otrzymania wzrostu srédblonkéw w hodow-
lach organotypowych konieczny jest odpowiedni wiek dojrzaltosci naczyn
in situ (Donahue, Pappas 1961; Delorme i wsp. 1968). Naczynia wloso-
wate moézdzku szczura wyrastaja najliczniej z eksplantatow pobranych
od noworodkéw, z moézdzku zarodkéw kurzych w 11 i 12 dniu rozwoju
in ovo.

Tworzenie si¢ naczyn wlosowatych in wvitro jest wynikiem zaréwno
rozplemu komorek $rodblonka na drodze podzialdéw mitotycznych jak
i ich migracji z eksplantatu. Wbudowywanie tymidyny do jgder komor-
kowych wskazuje na aktywny proces syntezy DNA w komérkach $rod-
ttonka naczyn wlosowatych przy réwnoczesnym wysokim wskazniku
mitotycznym i intensywnej syntezie DNA w komorkach glejowych ros-
ngcych w tych samych hodowlach (Renkawek 1977).

W hodowlach mézdzku i opony miekkiej utrzymywanych przez dilugi
okres czasu in vitro (2 miesigce) struktura morfologiczna naczyn w eks-
plantacie i sposob wyrastania komorek s$rodblonka do strefy wzrostu
hodowli sg podobne do obrazu naczyn w hodowlach innych narzadéw
(White, Parshley 1951; Woodward, Pomerat 1953; Pomerat, Slick 1963),
Charakterystyczng cechg naczyn wlosowatych, zaréwno w eksplantacie
jak 1 rosngcych w znacznej odleglosci od eksplantatu jest zdolnos¢ do
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tworzenia struktur tubularnych i licznych anastomoz. Istotng wiasci-
woécig morfologiczng naczyn wlosowatych w hodowlach organotypowych
tkanki nerwowej jest charakterystyczne dla wlosniczek moézgu wy-
ksztalcanie stopek okolonaczyniowych astrogleju. Pojedyncze, izolowa-
ne od naczyn komorki $rodblonka zachowuja charakterystyczne dla nich
cechy morfologiczne, jak réwniez zdolno$¢ do tworzenia réwnoleglych
ukladéw komoérkowych i wzajemnych polaczen. Pozwala to na ich iden-
tvfikacje i odréznienie od fibroblastow. Spostrzezenie to jest odmienne
od ogoblnie przyjetego pogladu o przeksztalcaniu sie srodblonkéw naczy-
niowych w fibroblasty w hodowlach roznych narzadow (Altschul 1954).
Rownoleglte badania histoenzymatyczne naczyn wlosowatych w ho-
dowlach moézdzku, opony miekkiej, splotu naczyniowkowego i innych
ukladow i tkanek wykazaly, ze komorki srodbtonka naczyn wlosowatych
OUN charakteryzuje zasadnicza odmienno$¢ wlasciwosci histochemicz-
nych dotyczacych aktywnosci BChE wlasciwej wylacznie $rédblonkom
naczyn mozgu. Naczynia wlosowate opony miekkiej i splotu naczyniow-
kowego nie wykazuja obecnosci odczynu BChE. Aktywnos$¢ tego enzymu
nie wystepuje w zadnym innym typie komoérek hodowli tkanki nerwo-
wej. Odczyn ten pojawia sie w naczyniach tworzacych sie in vitro oraz
wystepuje w pojedynczych komorkach srédblonka. Jego nasilenie zaréw-
no w hodowli jak i in situ (Brightman, Albers 1959; Ostenda, Renka-
wek 1969) jest uzaleznione od gatunku zwierzat, nie ulega natomiast
zasadniczym zmianom w czasie dojrzewania naczyn in vitro.

Wybiércze wystepowanie odezynu BChE w $rodklonkach naczyn moéz-
gowych w hodowli, lokalizacja enzymu in situ w pecherzykach pinocy-
tarnych, uczestniczacych w mechanizmach transportu srédkomoérkowe-
go (Joo, Csilik 1966; Westergaard 1977) potwierdza hipoteze o roli en-
zymu w mechanizmie regulacji przepuszczalnosci naczyn poprzez hy-
drolize biologicznie aktywnych estréw choliny wlasciwg komorkom
Srodktonka naczyn moézgu.

W naczyniach wlosowatych hodowli organotypowej tkanki nerwowej
wystepuje odezyn enzymatyczny Fz i GGTP-azy, obecny réwniez w na-
czyniach mézgu in situ (Bannister, Romanul 1963; Albert i wsp. 1966)
Czynno$¢ Fz powszechnie wiaze sie z transportem substancji poprzez
blony komérkowe s$rodbtonkéw naczyniowych, ze wzgledu na wystepo-
wanie znacznych réznic w natezeniu aktywnosci enzymu w réznych sta-
nach patologicznych, w ktorych uszkodzona jest bariera krew-moézg
(Samorajski, McCloud 1961). Obecnos¢ aktywnosci Fz w naczyniach
splotu naczyniowkowego wydaje sie wskazywac¢ na powigzanie Fz nie
tylko z funkcjami barierowymi w mozgu, ale z jej udzialem w transpor-
cie substancji poprzez blony komoérkowe komorek srodblonka naczyn.
W tych samych naczyniach w hodowli wystepuje aktywnos¢ enzyma-
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tyczna GGTP-azy. Odczyn enzymatyczny wystepuje réwniez w komor-
kach glejowych, nie jest wiec wybidrezy dla naczyn o$rodkowego ukladu
nerwowego (Albert i wsp. 1966).

Poza charakterystycznymi wlasciwosciami morfologicznymi i histo-
enzymatycznymi komorki srodblonka in vitro wykazuja szczegdlne ce-
chy ultrastrukturalne, ktéore w znacznej mierze stanowig o ich udziale
w czynnosciach barierowych in situ (Delorme i wsp. 1970). W hodowli
mozna obserwowac poszczegoélne etapy angiogenezy, poczynajac od naj-
prostszych form naczyniowych utworzonych przez pojedyncze komorki
sroédblonka do w peini uformowanych naczyn z wyksztalconym $wia-
ttem i catkowicie dojrzalg strukturg sciany naczyniowej, wraz z okolo-
naczyniowa otoczka wypustek komorek glejowych.

Naczynia wlosowate eksplantatu w poczgtkowym okresie obserwacji
wykazujg strukture odpowiadajaca naczyniom w odpowiednim okresie
rozwoju osrodkowego ukladu nerwowego in situ u ludzi (Bauer, Vester
1970; Hauw i wsp. 1975) i u zwierzat doswiadczalnych (Caley, Max-
well 1970; Roy i wsp. 1974; Wolff i wsp. 1974). W kolejnych etapach
wzrostu obserwuje sie proces ich dojrzewania. W nowotworzonych in
vitro naczyniach wlosowatych obserwuje sie podobne procesy. Powstaja
w nich i dojrzewaja poszczeg6lne struktury morfologiczne charaktery-
styczne dla naczyn OUN in situ: polgczenia miedzysrodblonkowe o typie
ztgcz zwartych (Karnovsky 1967, Brightman, Reese 1969), homogenna
blona podstawna (Bar, Wolff 1972) i ,stopki” okotonaczyniowe astro-
gleju (Phelps 1972).

Z obserwacji in vitro wynika, ze komorki $rdédbtonka wyizolowane od
wplywu mechanizméw krazeniowych zachowuja cechy morfologiczne
stanowigce in situ wykladniki ich uczestnictwa w czynnosciach trans-
portowych (Joo 1971; Westergaard 1977), typowe wlasciwosci histoche-
miczne oraz im tylko wilasciwa zdolno$¢ do tworzenia charakterystycz-
nych, optycznie gestych zlacz blon komoérkowych zamykajgcych catko-
wicie $wiatlo naczynia. W tworzeniu struktury sciany naczyn powstaja-
cych in vitro aktywnie wspotuczestniczy astroglej, wytwarzajgcy ciggls
ostonke okolonaczyniowa Wytwarzanie okolonaczyniowych blon glejo-
wych, stanowiacych istotny element barierowej interfazy naczyniowo-
-tkankowe]j jest cecha wlasciwg wylgcznie dla osrodkowego ukladu ner-
wowego.
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DZIAL KRONIKI I INFORMACJI

Na posiedzeniu Zarzadu Gléwnego Stowarzyszenia Neuropatologow Polskich,
ktére odbylo sie w dniu 16 grudnia 1978 omoéwiono m.in. problemy zwiazane z or-
ganizacja Europejskiego Stowarzyszenia Neuropatologéw. Zapcznano sie z zasad-
niczymi tezami raportu Prezydenta Miedzynarodowego Towarzystwa Neuropato-
logicznego, prof. J. A. N. Corsellisa o stanie neuropatologii europejskiej. Stracila
ona wg niego obecnie pierwszoplanowa pozycje w S$wiecie na rzecz neuropatologii
amervkanskiej. Droga, wiodgcg do odzyskania tej pozycji, maja by¢ inicjatywy
zmierzajaée do zacie$nienia kontaktéw naukowych na szczeblu kontynentalnym,
a przede wszystkim utworzenie Europejskiego Stowarzyszenia Neuropatologoéw
oraz organizowanie europejskich kongres6w neuropatologicznych co 4 lata, pomig-
dzy kongresami Miedzynarodowego Towarzystwa Neuropatologicznego. Przedmio-
tem dyskusji pozostaje formula organizacyjna europejskiego stowarzyszenia (fe-
deracja towarzystw czy czlonkostwo indywidualne) oraz miejsce pierwszego euro-
pejskiego Kongresu, planowanego na rok 1980 (Wieden czy Amsterdam).

Zebrani w dyskusji wyrazili poparcie dla zasadniczych tez raportu oraz dla
kandydatury Wiednia jako miejsca pierwszego Kongresu. Zaproponowali elastycz-
ng, alternatywna formule czlonkowstwa w europejskim stowarzyszeniu, przy c~ym
SNP, ze wzgledow formalnych i finansowych, zadeklarowaloby swoja przynalez-
no$¢ jako czlonek zbiorowy.

Nastegpnie prof. Mossakowski zreferowal przebieg posiedzenia kuratorow Sym-
pozjow Dunajskich. Miejscem nastepnego sympozjum bedzie Insbruck, a tematyka
obejmowac¢ bedzie zagadnienia $mierci mézgu, nowe osiggniecia badawcze w dzie-
dzinie patofizjologii bolu oraz doniesienia wolne.

Prof. M. Wender poinformowal o nawigzaniu kontaktu z nowg przewodniczaca
Niemieckiego Stowarzyszenia Neuropatologow i Neuroanatoméw dr Liselotte Ger-
hard. Podtrzymala ona zaproszenie grupy polskich neuropatologoéw na konferencje
w Essen, w okresie od 14 do 16 wrzesnia 1979.

Wobec wypelnienia wymagan statutowych przyjety zostal do Stowarzyszenia
lek. med. Piotr Kozlowski z CMDiK PAN w Warszawie.

W dniu 18.1.1979 r. kol. Mirostaw Kozik, kierownik Samodzielnego Zakladu
Patologii Ukladu Nerwowego i Narzadow Zmystow Instytutu Chorob Ukladu Ner-
wowego i Narzadow Zmystéw AM w Poznaniu otrzymal nominacje na profesora
nadzwyczajnego.

Jerzy Dymecki
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KOMUNIKAT

W dniach 25—28.1X.1980 r. odbedzie si¢ w Poznaniu VII Zjazd Pol-
skiego Towarzystwa Farmakologicznego z Miedzynarodowym Udziatem.

Program Zjazdu:

1. Farmakologia oSrodkowego ukladu nerwowego
2. Farmakologia ukladu krazenia
3. Tematy wolne

Podczas Zjazdu odbedg sie 2 Sympozja:

1. Sympozjum Europejskiego Towarzystwa Farmakologii Biochemicz-
nej ,,On the arachidonic acid cascade”.

2. Sympozjum: ,Farmakokinetyka i biotransformacja lekow w ustro-
ju ludzkim i zwierzecym”.

Obrady toczy¢ sie bedg w jezyku angielskim. Przewidziane sa takze
sesje plakatowe. Termin nadsylania zgloszen uplywa 30 listopada 1979,
streszczen prac 29 lutego 1980. Zgloszenia kierowac¢ nalezy na adres Ko-
mitetu Organizacyjnego VII Zjazdu Polskiego Towarzystwa Farmako-
logicznego ul. Fredry 10, 61-701 Poznan, Zaklad Farmakologii Akademii
Medycznej.

Przewodniczacy Komitetu
Organizacyjnego

Doc. dr A. Mrozikiewicz
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Cena zl 25.—

WARUNKI PRENUMERATY

Prenumerate na kraj przyjmujg Oddzialy RSW ,Prasa-Ksigzka-Ruch” oraz urzg-
dy pocztowe i doreczyciele w terminach:

— do dnia 25 listopada na I poélrocze roku nasigpnego i na caly rok nastepny,

— do 10 czerwca na II péirocze roku biezgcego.

Cena prenumeraty:

poéirocznie 50 zi
rocznie 100 zi

Jednostki gospodarki uspolecznionej, instytucje, organizacje i wszelkiego ro-
dzaju zaklady pracy zamawiaja prenumerate w miejscowych Oddzialach RSW
,Prasa-Ksigzka-Ruch”, w miejscowos$ciach zas§, w ktébrych nie ma Oddzialéw
RSW — w urzedach pocztowych. Czytelnicy indywidualni opiacajg prenumerate
wylacznie w urzedach pocztowych i u doreczycieli.

Prenumerate ze zleceniem wysylki za granice przyjmuje RSW ,Prasa-Ksigzka-
-Ruch” Centrala Kolportazu Prasy i Wydawnictw, ul. Towarowa 28, 00-958 War-
szawa, konto PKO nr 1531-71. Prenumerata ze zleceniem wysytki za granicg jest
drozsza od prenumeraty krajowej o 50°% dla zleceniodawcéw indywidualnych i o
100% dla zleceniodawcéw instytucji i zakladéw pracy.

Quarterly , Neuropatologia Polska” appearing since 1963, as an official Journal
of Polish Association of Neuropathologists publishes papers in the field of: Cli-
nical and Experimental Neuropathology, Neurooncology, Neurochemistry and Neu-
roanatomy.

Yearly subscription US $ 12. — (prices in other currencies are the effective
exchange rates in relation to the currency quoted above). Subscriptions from
abroad should be paid to Ars Polona-Ruch account No 1595-006-71000 through
the Bank Handlowy S.A. Warsaw, Poland.
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