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ZOFIA ADAMCZEWSKA-GONCERZEWICZ

CHANGES IN THE MYELIN LIPIDS OF THE RABBIT OPTIC NERVE
DURING ONTOGENIC DEVELOPMENT*

Department of Neurology, Institute of Diseases of the Nervous System
and of Sensory Organs, Academy of Medicine, Poznan
Head: prof. M. Wender

The assessment of the lipid composition of the CNS** as well as of
the optic nerve as its integral part, is of essential importance for the
cognition of the role of lipid constituents in various nervous processes
when considered on a molecular or supramolecular level. The determi-
nation of changes in the lipid composition occurring in the developing
nervous system of experimental animals may pave the ways for under-
standing of mechanisms underlying the process of maturation of the
CNS. From this knowledge it is possible to derive implications as to
the physiological and pathological events occurring in the developing
human CNS.

The lipid composition of the developing and mature optic nerve of
the rat has been described by Hirose and Bass in 1973, and by Detering
and Wells in 1976, whereas that of the developing rabbit by Adamczew-
ska-Goncerzewicz in 1977. Since we were interested in events connected
with myelination as well as demyelination we decided to assess the
developmental changes in the lipid spectrum of a myelin fraction isola-
ted from the optic nerve of the rabbit during various stages of its
ontogenic development. The obtained results should serve comparative
purposes with respect to the whole nerve, the cerebral white matter of
the rabbit, and even with respect to results reported for other animal
species and thus enable to draw conclusions about the existence or
nonexistence of differences between various cerebral structures of the
homologous animal or even between heterologous animal species.

* This investigation was supported by NIH PL 480 Research Agreement. No.
05-092-N.

** Abbreviations used in the text: CE — cerebrosides, CNS — Central Nervous
System, GL — galactolipids, PC — phosphatidylcholine, PE — phosphatidylethd-
nolamine, PL. — phospholipids, Plas —: plasmalogens.
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170 Z. Adamczewska-Goncerzewicz Nr 2

The lipid composition of myelin fractions has so far been studied by
Banik et al. (1968) in the cat, and by MacBrinn and O’Brien (1969) in
the ox, and this only in adult animals.

There are no data available as to the myelin fraction of the develo-
ping optic nerve and we thus hoped to provide results which could
shed some light on biochemical events concurrent with the process of
myelination in the optic system of the rabbit.

MATERIAL AND METHODS

Experimental animals. Chinchilla rabbits of either sex, aged 18, 26,
30, 34, 48, 100 and 150—180 days postnatal, served as the experimental
animals. When needed for examination, they were killed by decapitation
and their optic nerves were removed as quickly as possible, blotted
against filter paper and weighed. The optic nerves from several animals
were pooled to acquire sufficient material for the intended determi-
nations (22 pairs of nerves from animals aged 18 days, 12 pairs —-
from rabbits 26 days old, 10 pairs from those aged 30, 34 and 48 days,
nad 3 and 2 pairs of optic nerves from 100 days old and adult animals
respectively).

Chemical procedure. The myelin fraction was isolated according to
the method of Norton and Poduslo (1971). The purity of the obtained
myelin fraction was checked by means of electron microscopy.

The myelin lipids were extracted by means of the method of Folch-Pi
et al. (1957) and the lipid extract was separated into classes on Florisil
columns, followed by one- and bidimensional thin-layer chromato-
graphy on Silica-Gel G (Merck). For details of the chromatographic
procedure and analytical methods used, the reader is referred to Adam-
czewska-Goncerzewicz (1977).

The myelin output as well as the myelination peak in the developing
rabbit optic nerve were determined gravimetrically on separate lots of
optic nerves from animals aged 18, 21, 24, 27, 30, 33, 36, 40, 43, 45, 48,
60, 100 days and from adult ones. The myelin output was expressed
in mg/optic nerve and the daily increase in mg/day/nerve. There was
six estimations in each group. The obtained results were statistically
evaluated. The comparison of means was based on the analysis of var-
iances according to the Duncan’s test (Oktaba, 1966).

RESULTS

The content of almost all myelin lipids increased during the onto-
genic development of the rabbit optic nerve. However, the individual
lipids did not accumulate at equal rates. When expressed in g of the
respective lipid per 100 g of fresh myelin (Table 1) it appeared that
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cholesterol, the galactolipids (both cerebrosides and sulfatides) and
plasmalogen displayed the highest indices of increase. Instead, the con-
tent of phosphatidylcholine — one of the main phospholipid constitu-
ents — rose only slightly, and this only till 48 days postnatal. The-
reafter, i.e. in 100 day rabbits as well as in the adult ones, its content
was markedly reduced. The increase of phosphatidylserine and of
phosphoinositides was delayed in comparison with other lipids, a defi-
nite increase was observed only between the age of 34—48 days. The
phosphatidylethanolamine content instead showed a steady decrease
over the whole developmental period under investigation.

From Table 2, presenting the molar composition of myelin lipids
versus cholesterol assumed as 100 it appeared that cholesterol consti-
tutes the dominating lipid species throughout the whole developmental
period. The next position was occupied by cerebrosides, followed by
phosphatidylcholine and plasmalogens. The situation however changed
at the animals age of 100 days and above that age. In these animals it
was the plasmalogen fraction which made up the dominating phospho-
lipid constituent.

During the ontogenic maturation of the myelin sheath of the rabbit
optic nerve, there were observed appreciable alterations in the molar
ratios of both the main lipid classes and of the individual lipids, the
most characteristic change pertaining to the galactolipid to phosphati-
dylcholine ratio, which rose from a value of 3.7 at the age of 18 days
till 9.3 in adult animals. High molar ratios of cerebrosides to pho-
sphatidylcholine and of plasmalogen to phosphatidylethanolamine were
observed as well. The molar ratios of phosphatidylethanolamine to
phosphatidylcholine and of plasmalogen to phospholipids remained
almost constant during the ontogenic development of the rabbit optic
nerve.

Fig. 1 shows the deposition of myelin in the rabbit optic nerve as
a logarithmic function of the animal’s postnatal age. The scale on the
left ordinate corresponds to the myelin output expressed in mg/optic
nerve, and the scale on the right ordinate — shows the daily increase
of myelin in mg/day/optic nerve. It thus appears that the process of
myelin deposition continues over a long period of the ontogenic deve-
lopment, extending far beyond the stage of active myelinogenesis,
which in the case of the rabbit optic nerve ranges the postnatal age
of between 20—35 days. During the myelination peak (30th day post-
natal) the daily increase of myelin amounted 0.62 mg/day/nerve.

DISCUSSION

Myelinogenesis in the central nervous system takes place at two
levels: a molecular and a supramolecular one (Mandel et al., 1972). The
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Table 1. Myelin lipids of the rabbit optic nerve during ontogenic development (in g/100 g of myelin wet wt.)
Tabela 1. Lipidy mieliny nerwu wzrokowego krélika podeczas rozwoju ontogenetycznego (w g/100 g mieliny $wiezej)

Age, days
Lipids Wiek w dniach
Lipidy 18 26 30 34 48 100 160—180

Protein mg/g myelin 28.30 30.90 32.00 34.30 40.00 43.20 45.10
Bialko mg/g mieliny
Myelin yield mg/g of optic nerve 263.50 307.40 310.10 405.30 482.20 684.50 694.30
Mielina, wydajnoéé mg/g nerwu

wzrokowego
Cholesterol 0.6040.02 0.63+0.03 0.83+0.01 0.884+0.02 0.944+0.04 0.954-0.01 1.1740.12
Cholesterol
Total galactolipids 0.94+0.11 1.0740.03 1.144-0.05 1.2240.03 1.4440.08 1.624-0.03 2.15640.01
Suma galaktolipidéw

Cerebrosides 0.674+0.06 0.7640.03 0.834+0.01 0.964-0.02 1.1440.07 1.2940.02 1.644+0.06

Cerebrozydy

Sulfatides 0.2740.04 0.31+40.01 0.314-0.05 0.2640.04 0.304-0.01 0.3340.02 0.614-0.04

Sulfatydy
Total phospholipids 0.8940.07 1.0040.03 1.054-0.04 1.254+0.02 1.4240.03 1.464-0.04 1.604+-0.06
Suma fosfolipidéw

Sphingomyelins 0.10+0.01 0.1540.02 0.1740.01 0.274+0.01 0.2740.01 0.234-0.02 0.324+0.01

Sfingomieliny

Phosphatidyl choline 0.2440.04 0.284+0.03 0.3240.02 0.3940.01 0.41+40.02 0.2840.01 0.2340.04

Fosfatydylocholina

Lysophosphatidyl choline 0.05+0.03 0.034+0.02 0.0340.01 0.044-0.01 0.06+0.01 0.02+40.01 0.0340.01

Lizofosfatydylocholina

Phosphatidyl serine + phos-

phoinositides 0.104£0.02 €.1140.01 0.1140.01 0.104+0.01 0.1940.01 0.244+0.01 0.264-0.02

Fosfatydyloseryna + fosfo-

inozytol

Phosphatidyl sthanolamine 0.20+0.03 0.1740.02 0.124-0.01 0.134+0.01 0.1440.01 0.16-+0.04 0.114+0.01

Fesfatydyloetanoloamina

Plasmalogen 0.20+0.01 0.2640.02 0.3040.01 0.3240.01 0.3540.01 0.4740.02 0.65-40.02

Plazmalogen

Values represent means + standard deviation

Srednia 4+ odchylenie standardowe

CLT

ZOTMIZIDUOH-BYSMIZOWepy 'Z

The changes with age for phospholipids, cerebrosides, plasmalogens and sphingcmyelins were statistically significant at the confidence
level p = 0.05.
Zmiany w zaleznosei od wieku dla fosfolipidéw, cerebrozyd6éw, plazmalogenu i sfingomielin byly statystyeznie znamienne przy pélprzedziale

ufnogei p = 0,05. http://rcin.org.pl
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Table 2. Molar composition and ratios of myelin lipids in the rabbit optic nerve during ontogenic

development
Tabela 2. Sklad 1 stosunki molowe lipidéw mieliny nerwu wzrokowego krélika podezas rozwoju
ontogenetycznego
Lipids Age, days
Lipidy Wiek w dniach
18 26 30 34 48 100 150—180

Cholesterol 100 100 100 100 100 100 100
Cholesterol
Total galactolipids (GL) 70 7 63 63 70 78 84
Suma galaktolipidéw

Cerebrosides (CE) 52 57 47 51 57 64 62

Cerebrozydy

Sulfatides 18 20 16 12 13 14 22

Sulfatydy
Total phospholipids (PL) 72 75 65 71 76 75 69
Suma fosfolipidéw

Sphingomyelins 8 11 10 15 14 14 14

Sfingomieliny

Phosphatidyl choline (PC) 19 21 19 21 21 14 9

Fosfatydylocholina

Lysophosphatidyl choline 6 3 3 3 4 1 1

Lizofosfatydylocholina
Phosphatidyl serine

+ phosphoinositides 4 4 6 5 9 11 10
Fosfatydyloseryna + fosfoinozytol
Phosphatidyl ethanolamine (PE) 17 14 8 8 8 9 5
Fosfatydyloetanoloamina
Plasmalogen (Plas) 18 22 19 19 20 26 30
Plazmalogen
Molar ratio PE/PC 0,89 0,67 0,42 0.38 038 0.64 0.56
Stosunck molowy
Molar ratio GL/PC 3.68 3.77 332 3.00 3.33 5.7 9.33
Stosunek molowy
Molar ratio CE/PC 2.74 271 247 243 271 4.67 6.88
Stosunek molowy
Molar ratio Plas/PL 025 0.29 0.29 0.27 0.26 0.35 0.43
Stosunek molowy
Molar ratio Plas/PE 1.06 1.67 2.37 237 2560 2.89 6.00

Stosunek molowy

Data calculated from values in Table 1.
Dane obliczono z wynikéw w Tabeli 1.

molecular level encompasses biosynthetic processes of the chemical
meylin constituents, and the supramolecular one — events — engaged
in their orderly deposition.

The abundance of galactolipids with long chain unsaturated as weil
as hydroxy fatty acyl residues makes the characteristic feature of the
myelin membrane. Nevertheless, like in other membranes, various pho-
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Fig. 1. Deposition of myelin in the rabbit optic nerve as a logarithmic function
' of postnatal age

Ryc. 1. Odkladanie sie mieliny w nerwie wzrokowym kroélika jako funkcja loga-
rytmiczna wieku pozaplodowego.

spholipids and cholesterol are found in appreciable amounts in the
myelin sheath as well.

According to many authors (Horrocks, 1973; Desmuh, Bear, 1977;
Adamczewska, 1978), developmental processes in the CNS, and particu-
larly the process of myelin formation and maturation bring about
considerable changes in the composition of the protein as well as lipid
structural constituents of all membraneous structures of the brain, the
myelin membranes undergoing the most pronounced remodell-
ing. The literature concerned with the developing and mature optic
nerve (Banik et al., 1968; MacBrinn, O’Brien, 1969; Hirose, Bass, 1973;
Detering, Wells, 1976; Adamczewska-Goncerzewicz, 1977; Das et al.,
1978) lays as well emphasis on the dynamic changes in the lipid com-
position of this very nerve. The onset of these compositional alterations
fall on the end of the first decade of postnatal life (Brenkert, Radin,
1972) coinciding with that of myelin formation and pertaining galac-
tolipids, cholesterol and plasmalogens in particular.

The myelin lipid composition of the rabbit optic nerve is very much
like that of the rabbit cerebral white matter (Dalal, Einstein, 1969) and
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this is not an unexpected finding, since the optic nerve constitutes an
integral part of the central nervous system. There exist considerable
similarities in the lipid composition of the optic nerves of different
species (Hirose, Bass, 1973; Detering, Wells, 1976 — rat optic nerve;
MacBrinn, O’Brien, 1968 — ox optic nerve myelin; Banik et al., 1968 —
kitten optic nerve; Adamczewska-Goncerzewicz, 1977 — rabbit optic
nerve). Nevertheless, the quantitative data reported by these authors
do not overlap and show considerable differences. Different techniques
employed for isolation, of the myelin fraction from the CNS as well as
for separation and quantitation of the lipids under study could even-
tually explain these inconsistencies. The myelin fraction isolated during
the early period of myelin formation (Agrawal et al., 1970; Davison,
1971) has proved to be poor in cerebrosides and basic proteins. Accor-
ding to Banik et al. (1968), Norton and Poduslo (1971) and Davison
(1972), the early myelin is made up of two different fractions, a myelin-
-like fraction with the chemical composition resembling closely that of
the oligodendrocyte plasma membrane and another one, which has
a chemical composition comparable to that of mature myelin. Myelin
fractions that have been isolated by numerous authors with the aid
of various techniques, have provided fairly well defined criteria of
purity (Smith, 1969; Norton, Poduslo, 1973) and there are: a sufficiently
high content of galactolipids, cholesterol and plasmalogens, a relatively
low content of phospholipids — in particular of phosphatidylcholine.

The herewith demonstrated systematic increase of the absolute
amount of almost all lipid constituents furnishing the lipid port-
ion of the myelin membrane during the ontogenic development of
the rabbit optic nerve, as well as the differential accumulation of indi-
vidual lipids seems to reflect the profound qualitative and quantitative
structural changes determining both the process of myelin formation
and maturation.

The dominating specific change observed already during the earliest
phases of myelinogenesis was, like in the case of the rabbit cerebral
white matter, the drastic increase of the galactolipid content, which
according to Nussbaum et al. (1969) may contribute to an increasing
stability of the myelin membrane. The high cholesterol content instead
might be regarded as a quantitative exponent of the myelin mass, both
in the developing and mature CNS (Banik et al., 1968; Bass, Hess, 1969).

The same ensues, when the compositional changes are evaluated on
a molar basis. It then appears that the developing myelin becomes
gradually enriched in specific myelin lipids, as exemplified by the early,
intense deposition of galactolipids, and the much later accumulation
of plasmalogens. And thus, when adjusted by molar concentration, the
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order of the individual myelin lipid at the postnatal age of between
18—48 days was as follows: cholesterol, cerebrosides, phosphatidylcho-
line. At the age of 100 days and above that age, this order changed, and
the plasmalogen content exceeded that of phosphatidylcholine.

It thus appeared that the myelin fraction isolated during the early
developmental periods of the rabbit differed appreciably with respect to
its lipid composition from that isolated during later stages of the
rabbit’s ontogeny, the latter acquiring gradually the characteristics of
the myelin fraction of adult animals.

The gradual enrichment of the developing myelin membrane by
specific lipids resulted in considerable alterations of the respective mo-
lar ratios of the individual lipid constituents. The steadily increasing
and high galactolipid to phosphatidylcholine (GL/PC), in particular the
cerebroside to phosphatidylcholine (CE/PC) ratio, as well as the rising
plasmalogen to phosphatidylethanolamine (Plas/PE) molar ratios could
serve as the most characteristic exponents and measure of maturity
of the myelin membrane. Such an interpretation of the GL/PC and
CE/PC ratios has already been suggested by Norton and Poduslo in
1973. In the developing rabbit optic nerve myelin the respective molar
ratios amounted to 3.3 and 2.7 at the postnatal ages of 18 and 48 days,
whereas in animals aged 100 days and above that age the molar GL/
/PC and CE/PC ratios were almost three times higher, amounting to
9.3 and 6.8 respectively. These high ratios are thus another diffe-
rentiating feature between the immature and mature myelin mem-
brane.

The above described compositional changes occurring during the later
developmental stages may thus represent events that serve the process
of transformation of the immature form of the myelin membrane into
the mature or ,,adult” one.

The considerable drop of the absolute phosphatidylcholine content,
observed during the latest developmental stage of the rabbit optic nerve
could suggest a selective exchange of lipid constituents, serving as an
aditional event causing qualitative alterations in the maturating mem-
brane. Davison (1972) have assumed the possibility of a specific ex-
change of some polar lipids of the immature myelin membrane, par-
ticularly of phosphatidylcholine and phosphatidylethanolamine for
cerebrosides and plasmalogens. The early intense deposition of galac-
tolipids and cholesterol instead may reflect the de mowvo formation
of new myelin lamellae.

In fact, as demonstrated beforehand, the process of myelin deposition
in the rabbit optic nerve starts very early during the postnatal develop-
ment, reaching the highest daily increment (myelination peak) already
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at the age of 30 days postnatal, as opposed to the rabbit cerebral white
matter, which was shown to fall on the 48th day of extrauterine life
(Pankrac, 1976). On the other hand, in the rabbit optic nerve, myelin
is being formed over a much longer period of time (up to 180 days
postnatal, which was the longest time tested), thus confirming the
postulates of Davison (1971) and Horrocks (1973), that myelin deposi-
tion continues far beyond the period of the so called active myelinoge-
nesis. ;

The results of our investigation have shown that the active stage of
myelinogenesis in the developing rabbit optic nerve was characterized
by a systematic increase of the absolute amounts of myelin specific
lipid constituents, i.e. of cholesterol, galactolipids and plasmalogens, the
late developmental period instead was marked by considerable altera-
tions of the proportions of the individual lipid constituents, resulting
in a remodelling of the structurally immature myelin membrane into
a mature one.

ACKNOWLEDGEMENTS: I am greatly indebted to Mrs Jadwiga Pankrac
for the preparation of the myelin fraction and to Urszula Adrych for the excei-
lent technical assistance in isolation and quantifying of the individual lipids.

Z. Adamczewska-Goncerzewicz

ZMIANY LIPIDOW MIELINY NERWU WZROKOWEGO KROLIKA
PODCZAS ROZWOJU ONTOGENETYCZNEGO

Streszczenie

Badano sklad lipidéw ostonki mielinowej nerwu wzrokowego kroélika w roz-
nych okresach rozwoju ontogenetycznego.

Frakcje mielinowg wyodrebniono z nieciaglego gradientu gesto$ci sacharozy
droga wirowania roéznicowego. Ilo$¢ mieliny byla funkcja logarytmiczng wieku
pozaplodowego i wyrazala jej przyrost bezwzgledny w procesie dojrzewania. Szczyt
mielinizacji nerwu wzrokowego przypadal na 30 dzien zycia kroélika i wynosit
0,62 mg/dzien/nerw wzrokowy.

Zawarto$¢ poszczegbdlnych lipidow mieliny okreslano ilo$ciowo pe rozdziale na
drodze chromatografii kolumnowej oraz cienkowarstwowej jedno- i dwukierun-
kowej.

W wykonanych badaniach stwierdzono systematyczny przyrost bezwzglednej ilos-
ci, wszystkich skladnikéw lipidowych. Najwieksze wskazniki wzrostu dotyczyty
galaktolipidéw (cerebrozydéw i sulfatydow) oraz cholesterolu, plazmalogenu i sfin-
gomielin. Przyrost frakcji fosfatydylocholiny jest wolniejszy i dlatego podczas roz-
woju ostonki mielinowej nerwu wzrokowego obserwuje sie wzgledny spadek za-
wartosci tego glownego skladnika fosfolipidowego.

Podczas calego okresu dojrzewania, blona mielinowa wzbogacala sie w typowe
dla niej lipidy, co powodowalo znamienne zmiany stosunkéw molowych pomig-
dzy poszczegélnymi klasami oraz indywidualnymi lipidami. Najbardziej charakte-
rystyczne i bardzo wysokie byly stosunki molowe galaktolipidéw do fosfatydylo-
choliny (GL/PC), cerebrozydéw do fosfatydylocholiny (CE/PC) i plazmalogenu do
fosfatydyloetanoloaminy (Plas/PE).
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Badania wykazaly, ze w okresie aktywnej mielinogenezy (az do 48 dnia zycia)
nastepuje systematyczny wzrost bezwzglednej zawartosci niemal wszystkich sktad-
nikéw lipidowych nowo formujacej sie blony mielinowej. W péZniejszym okresie
rozwoju najbardziej charakterystycznym zjawiskiem bylo znaczne przesuniecie
proporcji udzialu poszczegélnych lipidow tworzacych strukturalnie dojrzala bto-
ne mielinowa.

3. AnamueBcka-I'oHuexReBUY

U3MEHEHUSA JUIIMJIOB MUEJMHOBOJ OBOJIOYKU 3PUTEJBHOTI'O HEPBA
KPOJIMKA B TEYEHUE OHTOIEHETUYECKOI'O PA3BUTUA

Pe3woMme

Mccneniorancst COCTaB JIMIMAOB MMEJIMHOBOM ODOJIOUKM 3PUTENBLHOrO0 HepBa KpoO-
JMKa B pasHLIE INePMOABLI €ro OHTOTeHEeTUYEeCKOro pa3BuTusa. MueaunoBas parkumus
BbIIeIslJIach M3 HENOCTOAHHOTO TrpajMeHTa KOHUEHTPAalLMM Ccaxapo3bl I10CJIEACTBOM
ruddepenumpoBanHoro neHtTpudyrupoBauusa. KoauyecTBo muenmuHa 6u110 Jorapud-
MM4EeCKOM (byHKIMe) BHEIJIOJHOTO BO3pacTa M BbIPazKajo, ero 6e3yCclOBHBII IPUPOCT
B Iipouecce 3peJsiocT. I[IMK MMeIMHM3auMM 3PUTENILHOTO HepBa IPUXOAMICA HA
30 nmenb XMU3HM KpOJMKa M cocraBidy 0,62 Mr/aeHb/3pUTENbHbINA HEPB.

ConepkaHue OTJENbHBIX JUIMAOB ONpPEeAeNAJIOCh KOJMYECTBEHHO IIOcCJie pasjelia
IIPpM NIOMOIIM KOJIOHHOM M TOHKOCJOMHO¥M XpoMmartorpacdmuu (B OZHOM M JBYX HAIpaB-
JIeHUAX).

B npousBeseHHbIX MCCJefOBaHMAX Habiwozalca cucremMaTuMyeckKuii npupoct Gesy-
CJIOBHOTO KOJM4YECTBA BCEX JMIMAHBLIX cocTaBHbIX. Camble 60iblIye nOKas3aTeaun
poCT2 OTHOCMAMCHL K rajakrtoaunuiam (uepebpo3maam u cyiabdaTuaam), a Takxe
K XOJecTepoJly, mjaa3majoreHy u cduaHrommuenausam. IIpupocr dpakuun docdaru-
ANIXONMHA NpoxoauT OoJsiee MensieHHO, B CBA3M C YeM BO BpeMsA pPa3BUTUA MUeJHU-
HOBOJ1 000JIOYKM 3PUTEJILHOTO HepBa HabiiojgaeTcss CpaBHUTEJIbHOE yMeHBbILeHMe CO-
nep3kaimsa 9TOro riaBHOro ochoaunuaHOro SJeMeHTa.

Bo Bpems Bcero mepuoja 3pesiocTM MuesMHOBas obosiouka oboramanace TMIMY-
HBIMM JJI Hee JMIIMAAaMM, YTO BbI3bIBAJIO 3HAMEHaTeJbHble M3MeHeHUs. MOJAPHOTo
COOTHOIUEHUA MEeXAYy OTAEJbHbIMM KMCJIOTaMM M MHAMBUAYAJIBHBIMM JUIUIAAMM.

Haubosiee xapakTepHbIMM M OYE€Hb BBICOKMMM ObLIM MOJIIDHbIE COOTHOLIEHMA
rajJJaKkToJaMnuaoB K hocaTuamniaxoamnny, uepebpo3naos Kk ¢ocdaTuanixoauuy M Iniaa-
3masioreHa K ocharuanisTaHoJIaMuHY.

ViccnenoBanus I0Kas3ajy, YTO BO BpeMs AKTMBHOTO MMeJIMHOreHesa (BIJOTH M0
48 nuA XU3HM) HACTyNaeT CUCTeMaTHMYEeCKMit pocT 6e3yCcJIOBHOTO cojepzKaHusa IOYTH
BCeX JMIMAHBIX 93JE€MEHTOB (OPMUPYIOLIEeNCA MMUEJIMHOBOM o060sI0uKu. B mnocieny-
IOLIMM I[Iepuojy Ppa3BuTus HauboJsiee XapaKTepHbBIM sABJeHMEM Obll 3HAYUTENBHBINA
IIepeIBUT B NPONOPLMM OTAEJbHBIX JIMIUJAOB, (POPMUPYIOIIMX CTPYKTYpPaJbHO 3peiyio
MUEIUHOBYI0 OCOJIOUKY.
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ANTYGENY GLEJOWE W HODOWLI TKANKOWEJ
MOZDZKU SZCZURA
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Kierownik Zespotu: prof. dr M. J. Mossakowski

Hodowla tkanek jest bardzo dogodnym modelem doswiadczalnym za-
rowno do badan skladu antygenowego — ze wzgledu na mozliwosé
uzyskiwania homogennych populacji — jak i do badan biologicznego od-
dzialywania surowic odpornosciowych. Antygeny ukladu nerwowego,
traktowane jako swoiste markery immunochemiczne, znajdujg coraz
czestsze zastosowanie w badaniach dojrzewania i réznicowania komo-
rek in vitro. Najwiecej prac dotyczy badan, w ktérych stosuje sie su-
rowice odpornosciowg przeciwko GFAP (Eng i wsp. 1971), antygenowi,
ktory jest uwazany za swoisty marker astrocytow (Bissell i wsp. 1974;
Antanitus i wsp. 1975; Gilden i wsp. 1976; Kozak i wsp. 1978; der Meu-
len i wsp. 1978; Bignami, Stoolmiller 1979).

W poprzednich pracach wykazano obecno$¢ swoistych antygenow gle-
jowych w roznych okolicach moézgu szczura (Weinrauder, Lach 1975,
1977; Weinrauder, Krajewski 1979). Celem niniejszej pracy bylo ustale-
nie czy stosowane przez nas surowice odpornosciowe wykrywajg swoiste
antygeny w tkance hodowanej in vitro oraz jaka jest ich lokalizacja ko-
morkowa.

MATERIAL I METODY

Surowica odpornosciowa. Surowice otrzymywano uodporniajgc kroli-
ki domiesniowo homogenatem mozgu szczura (250 mg w 1 ml), z nie-
pelnym adjuwantem Freunda (IFA Difco) w stosunku 1 : 1. Po kilkakrot-
nym wstrzyknieciu immunogenu i uzyskaniu odpowiedniego miana
(5 lub wigcej linii w odczynie podwoéjnej dyfuzji z surowicg nieabsorbo-
wang). Surowice absorbowano normalng surowicg szczura oraz homo-
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genatami narzadéw (nerka, watroba, $ledziona, pluca). Absorpcje po-
wtarzano az do catkowitego usuniecia przeciwcial reagujacych z anty-
genami uzytymi do absorpcji. Skuteczno$¢ absorpcji kontrolowano w
odczynie ID oraz IF na skrawkach z narzadow szczura. Do badan IF
przeprowadzanych na hodowli stosowano surowice reagujace tylko
z antygenami z mozgu szczura i dajgce w odczynie ID 1 lub 2 swo-
iste linie precypitacji. Szczegoly metodyczne podano poprzednio (Wein-
rauder, Lach 1977).

Hodowle tkankowe. Badania przeprowadzono na 7- i 21-dniowych ho-
dowlach z moézdzku noworodkéw szczurzych, prowadzonych w medium
z dodatkiem 50% surowicy cielecej, wedlug metody opisanej uprzednio
(Krasnicka, Mossakowski 1965). Hodowle po wyjeciu z medium staran-
nie, kilkakrotnie ptukano w PBS i utrwalano w zimnym (—20°C) ace-
tonie przez 4 min. Po utrwaleniu preparaty przechowywano w temp.
—20°C do chwili wykonania odczynu IF.

Odczyn IF. Utrwalone hodowle przemywano PBS i inkubowano
30 min. w 37°C z surowicg odpornosciowg rozcienczong 1:10. Po kilka-
krotnym przemyciu PBS preparaty inkubowano z kozimi gammaglobu-
linami przeciwko gammaglobulinom krdéliczym, konjugowanymi z izotio-
cjanianem fluoresceiny (Biomed, Warszawa). Odczynnik fluorescencyj-
ny absorbowano proszkiem acetonowym z watroby szczura i uzywano
w rozcienczeniu 1:10. Po wyptukaniu szkielek z nadmiaru surowicy przy
pomocy PBS, montowano je w zbuforowanej glicerynie i ogladano
w mikroskopie fluorescencyjnym f-my Zeiss (filtry BG 12/4 i OG-1
(GG-9).

Kontrole swoisto$ci odezynu IF przeprowadzono zastepujac surowice
odpornosciowg normalng surowicg Kkroéliczg, PBS lub surowicg odpor-
nosciowg wyabsorbowang homogenatem mozgu szczura. Wszystkie
kontrole byly ujemne.

Barwienia histologiczne. Hodowle w tym samym wieku co uzywane
do odczynu IF barwiono blekitem toluidyny oraz metoda Gallyasa.

WYNIKI

We wszystkich badanych hodowlach odczyn immunofluorescencyjny
z surowicg anty moézg szczura byl dodatni. Intensywnos¢ Swiecenia by-
ta réznie nasilona i zalezala od wieku hodowli oraz od tego, czy ko-
morki znajdowaly sie w eksplantacie czy w strefie wzrostu. W eksplan-
tacie reakcja byla bardzo intensywna i malala w miare oddalania si¢
od niego.

W hodowli 7-dniowej, czyli w okresie rozpoczynajacego sie réznico-
wania komorek, reakcja IF byla juz wyraznie dodatnia. Komorki byiy
drobne, okragle, z nielicznymi wypustkami, z fluorescencja zlokalizo-
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Ryc. 1. Hodowla 7-dniowa z obfitym wzrostem malo zréznicowanych komorek.

W1doc_zny fragment eksplantatu z silng fluorescencja. Dodatni odczyn IF w cyto-

plazmie komorek glejowych stabnacy w miare oddalania sie od eksplantatu.
Pow. 100 X

g, 1. 7-§iay culture. Dense growth of weak-differentiated cells. Fragment of

explant with strong fluorescence. Positive IF reaction in the cytoplasm of glial

cells. The number of positive cells decreases with the distance from the explant.
X 100

wang w perikarionie. W wypustkach odczyn byl bardzo staby lub ujem-
ny. Jgdra komorkowe byly zawsze ujemne (ryc. 1). W wiekszym po-
wigkszeniu mozna bylo obserwowa¢ kropelkowata fluorescencje wzdluz
wypustek oligodendrocytow (ryc. 2). W tym okresie hodowli reakcja
w astrocytach byla znacznie slabsza lub nawet ujemna. Szczegélnie sil-
ny odczyn zacierajgcy granice poszczegélnych komorek wystepowal
w eksplantacie. Komorki w strefie wzrostu wykazywaly stabszg reak-
cje immunofluorescencyjng, a komorki lezagce na obwodzie hodowli cze-
sto byly ujemne.

W hodowlach 21-dniowych dodatnie reakcje IF obserwowano w catlej
populacji komoérek. Podobnie jak w hodowlach 7-dniowych, w strefie
wzrostu mozliwe bylo roznicowanie komorek z dodatnim odczynem, na-
tomiast bardzo silna reakcja w eksplantacie nie pozwalala na takie roz-
roznienie. Fluarescencje o charakterze dyfuzyjnym obserwowano w obu
typach komorek glejowych: w astro- i oligodendrocytach. Oligodendro-
cyty charakteryzowaly sie silnym odczynem zlokalizowanym w peri-
karionie, niesymetrycznie woko6l jadra (ryc. 3a). W niektérych ko-
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Ryc. 2. Hodowla 7-dniowa. Strefa wzrostu w wiekszym powiekszeniu. Oligoden-
drocyty z silniej zaznaczona dodatnig fluorescencja w cytoplazmie (krétka strzai-
ka). Wzdluz wypustek widoczny kropelkowaty odczyn IF. W astrocytach (dluga
strzalka) fluorescencja znacznie stabsza, niektore astrocyty negatywne. Pow. 200 X

Fig. 2. T-day -culture. Growth zone in higher magnification. Oligodendrocytes

with more positive fluorescence in the cytoplasm (short arrow). Droplet-like IF

reaction along oligodendrocytes processes. In astrocytes (long arrow) much
weaker fluorescence, some astrocytes negative. X 200

morkach, szczegolnie w tych lezacych pojedynczo w strefie wzrostu,
zaznaczony byl réwniez dodatni odczyn w wypustkach. Obrazy fluo-
rescencji w oligodendrocytach podkreslatly ich cechy cytologiczne, wy-
raznie widoczne w preparatach hodowli barwionych biekitem toluidy-
ny lub metodg Gallyasa (ryc. 3b).

Astrocyty w hodowlach 21-dniowych wykazywaly wigksze zroznico-
wanie obrazow reakcji immunohistochemicznej, zaleznie od budowy cy-
tologicznej poszczegélnych typow tych komoérek. W astrocytach proto-
plazmatycznych (ryc. 4a, b) fluorescencja miata charakter bardziej ho-
mogenny i obejmowatla calg cytoplazme komorki ze szczegélnym nasile-
niem wokoé! jadra. W innych postaciach astrogleju odczyn immunofluo-
rescencji podkreslal , wiokienkowatg” budowe cytoplazmy. Dodatni od-
czyn obserwowano takze w platowatych, progresywnie zmienionych
astrocytach, tworzacych pierwszg warstwe hodowli, lezaca bezposrednio
na pokrytym kolagenem szkle (ryc. 5a). Wszystkim postaciom astrocy-
tow wykazujacych dodatni odczyn IF odpowiadaly obrazy w prepara-
tach hodowli barwionych biekitem toluidyny (ryc. 5b).
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Ryc. 3. Hodowla 2l-dniowa. a) dodatni odczyn IF w komoérkach oligo- i astro-

gleju. Najsilniej zaznaczony odczyn w cytoplazmie i wypustkach oligodendrocy-

tow. Ro6zne nasilenie i charakter odczynu w roéznych postaciach astrogleju. Astro-

cyt wibknisty (krotka strzatka) i protoplazmatyczny (dluga strzalka).

Pow. 400 X. b) barwienie blekitem toluidyny. Wyrazne zréznicowanie komorek
oligo- i1 astrogleju. Pow. 400 X

Fig. 3. 21-day culture. a) positive IF test in oligo- and astroglial cells. Strongest
reaction in the cytoplasm and processes of oligodendrocytes. Different intensity
and character of IF test in different types of astroglia. Fibrous astrocyte (short
arrow) and protoplasmic astrocyte (long arrow). X 400. b) toluidine blue staining.
Distinct differentiation of astro- and oligodendroglial cells. X 400

OMOWIENIE

W stosowanej przez nas surowicy odpornosciowej, skierowanej prze-
ciwko pelnemu homogenatowi mozgu szczura, znajduja sie przeciwcia-
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Ryc. 4. Hodowla 2l-dniowa. a) Fragment hodowli z przewaga astrocytow z dy-

fuzyjnym odczynem IF w cytoplazmie. Strzaltka wskazuje oligodendrocyt.

b) Fragment hodowli w barwieniu biekitem toluidyny, z przewaga astrocylow
Htucznych”. Pow. 400 X

Fig. 4. 21-day culture. a) Fragment of culture with predominance of astrocytes

with IF reaction of diffuse character in cytoplasm. Arrow indicates oligodendro-

cyte. b) Fragment of culture with predominance of ,mast” astrocytes. Toluidine
blue staining. X 400

la reagujace swoiscie z antygenami zarowno oligo- jak i astrocytow.
Odczyn w oligodendrocytach pojawia sie wczesniej i jest intensywniej-
szy. Nasilenie swoistej reakcji w starszych hodowlach wzrasta réwno-
legle z morfologicznym dojrzewaniem komoérek. Podobne obrazy obser-
wowali w pierwotnych i pasazowanych hodowlach z mézgu ptodow ludz-
kich i noworodkéw kroliczych Wahlstrém i wsp. (1973). Autorzy ci uzy-
wali do badan surowice przeciwko modzgowi ludzkiemu, pochodzgcemu
od dorostego osobnika, ktéora w immunodyfuzji tworzyla jedng linie pre-
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Ryc. 5. Hodowla 2l1-dniowa. a) Dodatni odczyn IF w progresywnie zmienionych

astrocytach pokrywajacych podloze hodowli. b) Barwienie biekitem toluidyny.

Widoczny zmieniony progresywnie astrocyt (strzatka) w otoczeniu komoérek
glejowych. Pow. 400 X

Fig. 5. 21-day culture. a) Positive IF reaction in progressively changed astrocytes
covering the culture ground. b) Toluidine blue staining. Visible progressive
changed astrocyte (arrow) among glial cells. X 400

cypitacji ze swoistym antygenem narzgdowym z moézgu roéznych gatun-
kow zwierzat i czlowieka. W badaniach immunofluorescencyjnych suro-
wica ta dawala dodatni odczyn na obu typach komorek glejowych. Moz~
na przypuszcza¢, i dotyczy to takze wynikéw uzyskanych przez nas,
ze chodzi o antygen wystepujacy zarowno w oligo- jak i w astrogleju.
Mozliwe jest jednak takze, ze w sklad zidentyfikowanego antygenu gle-
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jowego wchodzg dwie komponenty, nie rozdzielajace sie w odczynie im-
munodyfuzji.

Zmienno$¢ i roznorodno$¢ morfologiczna komoérek ukladu nerwowe-
go hodowanych in vitro jest do tej pory przedmiotem dyskusji. Wrob-
lewska i wsp. (1975) oraz Rorke i wsp. (1975) hodujac in vitro komoérki
z moézgu ludzkiego, wyroznili wsrod 7 typoéw morfologicznych trzy, kto-
re ich zdaniem sg komorkami glejowymi, co zostalo potwierdzone dodat--
nim odczynem IF z surowicg przeciwko GFAP (Gilden i wsp. 1976). Do-
datnig reakcje z ta surowicg uzyskali jednak réwniez w czwartym ty-
pie komorek, ktéore uwazaja za komorki pochodzenia mezenchymalne-
go. By¢ moze sg to zmienione astrocyty, za czym przemawia wystapie-
nie swoistej reakcji IF, a takze dodatni odezyn z surowicg przeciw moz-
gowi, uzyskany przez Wahlstroma i wsp. (1973), i przez Antanitusa
i wsp. (1975) z surowicg anty GFA, w bardzo podobnych morfologicznie
komorkach astrogleju.

Nasze spostrzezenia, dotyczace negatywnej reakcji IF w komoérkach
typu fibroblastow oraz wyraznie dodatniego odczynu w kilku morfolo-
gicznie roznigcych sie postaciach gleju, sa zgodne z danymi zawarty-
mi w pracy Wahlstroma i wsp. (1973). Roznice cech morfologicznych
moga by¢ zwigzane z gatunkiem zwierzecia oraz dojrzaloscia tkanki
mozgowej, z ktorej zakladano hodowle. Hodowle w pracach Wroéblew-
skiej i wsp. (1975) oraz Rorke i wsp. (1975) pochodzily z dojrzatego
mozgu ludzkiego, natomiast hodowle z obrazami IF, bardzo zblizonymi
do obserwowanych przez nas byly zakladane przez Wahlstréoma i wsp.
(1973) z mozgu plodoéw ludzkich i noworodkéw kroéliczych. Naszym zda-
niem dodatnia reakcja IF w komorkach, nawet nie wykazujacych ty-
powych cech komorki glejowej, przemawia za ich glejowa przynalez-
noscig. Tego typu reakcje¢ obserwowalismy w ,platowatych”, lub w in-
ny spos6b zmienionych astrocytach.

Swoistos¢ odczynu IF zostala w naszych badaniach potwierdzona za-
rowno ujemnymi reakcjami na skrawkach z narzgdow uzywanych do
absorpcji surowicy, jak rowniez ujemnymi reakcjami z normalng suro-
wicg kroéliczg i surowicg odpornosciowg absorbowang mozgiem. Glejo-
wa lokalizacje antygenéw wykrywanych przez uzywane przez nas su-
rowice wykazaliSmy uprzednio w mozgu szczura (Weinrauder, Lach
1975, 1977; Weinrauder, Krajewski 1979) oraz w ludzkich guzach moézgu
pochodzenia glejowego (Lach, Weinrauder 1978). Obecne badania po-
twierdzily glejowa lokalizacje takze w komoérkach hodowanych in vi-
tro, przy czym silniejsze reakcje wydajg sie wskazywa¢ na wiekszg za-
wartos¢ antygenu (antygenoéw) w oligodendrocytach. Do tej pory nie
wyizolowano antygenéw swoistych dla tego typu gleju, jakkolwiek po-
jawily sie w piSmiennictwie prace wskazujgce na ich wystepowanie
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(Abramsky i wsp. 1977). Na obecnym etapie badan nie mozemy wypo-
wiedzie¢ sie czy zidentyfikowane przez nas antygeny glejowe sa wspol-
ne dla obu typow gleju (podobnie jak ma to miejsce w przypadku S-100
— Bock 1977), czy tez w surowicach uzywanych przez nas znajduja sie
przeciwciala skierowane przeciwko wiekszej liczbie swoistych kompo-
nent glejowych, o roznej lokalizacji komoérkowej. Rozstrzygniecie tego
zagadnienia bedzie przedmiotem dalszych badan.

T'. Beunpaynep, 3. Kpacuuuka
TIIVAJBHBIE AHTUTEHEI B KYJBTYPE TKAHU MO3KEYKA KPBEICHI
Pe3moMme

B pabore uccienoBanyu npuCyTCTBME M KJETOYHYIO JIOKAJAM3AUMIO cIienuduuecKux
rIMaJbHBIX AHTUTEHOB B KYJbTypax M3 MO32KeuKa HOBOPOXKJAEHHBIX KpBbIC, KyJIbTHU-
BUPOBAHHBIX 7 M 21 gauei in vitro. Ynorpebisanau HenpaMOM MeTon MMMyHOMIIyopec-
LIeHIMM [IPM TIOMOIIM CHIBOPOTKM IIPOTUB MO3ra KpbIChbL. VMIMMyHHas CbIBOPOTKAa, MOCJe
MHTEHCUBHOM abcopbiumm HOPMAaJIbHOM CHIBOPOTKOM M TOMOTE€HATAMM OPraHOB KpbICHI,
obfnapyxkuBaeTr cneuuduyueckmue aHTUreHbl B 0060MX TUIaxX Tamuu, B acTpPO- M OJIUTO-
nesapounuTax. VMIMMyHodyopecueHTHAasas pPeaKUus SABJIAETCA IOJOXKMUTEIbHOM B MOp-
cosnoruyecky pasHbIX TUIIAX ACTPOTJMM, HO MHTEHCUMBHOCTHL (DJIyOpeCUeHLMM KaxKercs
66T 6OJIbIIE B OJMIOAEHAPOUMTAaX — KaK B T-JHEBHbBIX TaK M B 21-JHEBHBIX
KyJbTypax.

ABTOpnb! 06cyxaaT npobiieMy NPMUCYTCBUS COBMECTHOTO aHTuMreHa B obomx Tunax
MM, a TaK¥XKe BO3MOXKHOCTH HAXOXKJEHMA B CBIBOPOTKE JBYX Ppa3HbIX aHTUTeN
MPOTUB TJIVMN.

H. Weinrauder, Z. Krasnicka
GLIAL ANTIGENS IN TISSUE CULTURE OF RAT CEREBELLUM

Summary

The presence and cellular localization of specific glial antigens in 7- and
21-day cultures of newborn rat cerebellum was investigated. The indirect im-
munofluorescence (IF) test with anti-srat brain serum was used. Immune serum
after exhaustive absorption with normal serum and rat organ homogenates, re-
cognized glial specific antigens in both astro- and oligodendrocytes. IF reaction
was positive in morphologically different types of astroglia but its intensity
was stronger in oligodendrocytes in both the 7- and 21-day cultures.

The question whether one common antigen is present in both types of glia
or two different antiglial antibodies exist in immune serum, is discussed.

PISMIENNICTWO
1. Abramsky O., Saida T., Lisak R. P., Pleasure D., Silberberg D. H.: Im-

munologic studies with isolated oligodendrocytes. Neurology (Minneap.)
1977, 27, 342—343.

http://rcin.org.pl



190

10.

11.

12

13.

14.

15.

16.

7.

H. Weinrauder, Z. Krasnicka Nr 2

Antanitus D. S., Choi B. H., Lapham L. W.. Immunofluorescence sta-
ining of astrocytes in vitro using antiserum to glial fibrillary acidic pro-
tein. Brain Res. 1975, 89, 363—367.

Bignami A., Stoolmiller A. C.: Astroglia-specific protein (GFA) in clo-
nal cell lines derived from the G26 mouse glioma. Brain Res. 1979, 163,
353—3517.

Bissell M. G., Rubinstein L. J., Bignami A., Herman M. M.: Characteri-
stics of the rat C-6 glioma maintained in organ culture systems. Pro-
duction of glial fibrillary acidic protein in the absence of gliofibrillo-
genesis. Brain Res. 1974, 82, 77—389.

Bock E.: Immunochemical markers in primary cultures and in cell li-
nes. W: Cell, tissue, and organ culture in neurobiology. Red. S. Fedo-
roff, L. Hertz, Acad. Press, New York, San Francisco, London 1977,
407—422.

Eng L. F.,, Vanderhaeghen J. J., Bignami A., Gerstl B.: An acidic pro-
tein isolated from fibrous astrocytes. Brain Res. 1971, 28, 351—354.
Gilden H. D., Wréblewska Z., Eng L. F., Rorke L. B.: Human brain
in tissue culture. Part 5. Identification of glial cells by immunofluo-
rescence. J. neurol. Sci. 1976, 29, 177—184.

Kozak L. P., Dahl D., Bignami A.: Glial fibrillary acidic protein in reag-
gregating and monolayer cultures of fetal mouse cerebral hemispheres.
Brain Res. 1978, 150, 631—637.

. Krasnicka Z., Mossakowski M. J.: Zagadnienie zmiennosci morfologicznej

tkanki glejowej hodowanej in vitro. Neuropat. Pol. 1965, 3, 397—408.
Lach B., Weinrauder H.: Glia-specific antigen in the intracranial tumors.
Immunofluorescence study. Acta neuropath. (Berl) 1978, 41, 9—15.

der Meulen, van, J. D. M., Houthoff H. J., Ebels E. J.: Glial fibrillary
acidic protein in human gliomas. Neuropath. appl. Neurobiol. 1978, 4,
177—190.

Rorke L. B., Gilden D. H., Wroblewska Z., Santoli D.: Human brain in
tissue culture. IV. Morphological characteristics. J. comp. Neurol. 1975,
161, 329—339.

Wahlstrom T., Linder E. Saksela E.: Glia-specific antigens in cell cul-
tures from rabbit brain, human foetal and adult brain, and gliomas. Acta
path. microbiol. scand. 1973, 81, 768—1774.

Weinrauder H., Lach B.: Immunofluorescence studies on the localization
of the brain specific antigens in the central nervous system of the rat.
Proc. VIIth Intern. Congress Neuropath. Budapest 1974. Red. St. Kérnyey,
St. Tariska, G. Gosztonyi, Excerpta Medica, Amsterdam 1975, 115—118.
Weinrauder H., Lach B.: Localization of organ-specific antigens in the
nervous system of the rat. Acta neuropath. (Berl) 1977, 39, 109—114.
Weinrauder H., Krajewski S.: Immunofluorescencyjna lokalizacja narza-
dowo-swoistych antygenéw w moézgu przy uzyciu surowic homo- i hete-
rologicznych. Neuropat. Pol. 1979, 17, 273—285.

Wréblewska Z., Devlin M., Gilden D. H., Santoli D., Friedman H., Kopro-
wski H.: Human brain in tissue culture. II. Studies of long-term cultures.
J. comp. Neurol. 1975, 161, 307—316.

Adres autorek: Zesp6t Neuropatologii Centrum Medycyny Doswiadczalnej
i Klinicznej PAN, ul. Dworkowa 3, 00-784 Warszawa.

http://rcin.org.pl



NEUROPAT. POL., 1980, XVIII, 2

ZBIGNIEW M. RAP, JANUSZ WIDEMAN

EFFECT OF REDUCED AND OXIDIZED GLUTATHIONE
ON STRUCTURAL CHANGES OF NERVOUS TISSUE IN
VASOGENIC BRAIN EDEMA

Department of Neuropathology Medical Research Centre, Polish Academy
of Sciences
Head: Prof. dr M. J. Mossakowski
Department of Neurochemistry Medical Research Centre, Polish Academy
of Sciences
Head: Ass. prof. J. W. Lazarewicz

It is known that sulfhydryl compounds play in the tissues a protec-
tive role in stabilizing structure and function of cell membranes. These
properties of sulfhydryl compounds result among others, from their
ability to bind cation of heavy metals and neutralize free radicals
(Chapman, Cronkite, 1950; Hope, 1959). Sulfhydryl compounds are found
in the CNS in the reduced and oxidized forms and mutual rela-
tion between them is determined by specific redox system (Jocelyn,
1972; Orlowski, Karkowsky, 1976). Under physiological conditions the
reduced form prevails, while the oxidized one accounts
for only about three percent of all sulfhydryl compounds. The decrease
of sulfhydryl group in turn leads to an increase of disulfide
compounds which may damage cells membranes and abolish cell
functions (Barron, 1951; Martin, Mcllwain, 1959; Jocelyn, 1972; Baba
et al., 1978). During development of vasogenic brain edema a significant
decrease of the total, non-protein and protein sulfhydryl groups (SH)
in the nervous tissue was noticed. Reduced glutathione (GSH) injected
intravenously slowed down the dynamics of spread of brain edema and
oxidized glutathione (GSSG) accelerated this process. It was connected
with changes in the water content in the nervous tissue (Rap, Wideman,
1976). This paper, the second of the series, deals with morphological
estimation of extention of brain edema after GSH and GSSG intrave-
nous administration.
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MATERIAL AND METHODS

Experiments were carried out with 60 rabbits weighing 3 — 3.5 kg.
The animals were anesthetized with Nembutal (25 mg/kg). The brain
edema was induced by freezing the cerebral cortex to —60°C during
15 sec as described by Klatzo et al. (1958). The experiments were per-
formed with the following groups of animals: group I — cold injury of
brain cortex (control group); group II — cold injury and intravenous
injection of GSSG; group III — cold injury and intravenous injection
of GSH. Both these compounds were injected intravenously in the do-
ses of 0.2 nmol/kg immediately after cold injury had been induced.
The animals were decapitated 3, 6, 12, 24 and 48 hours after freezing
and the brains were taken for morphological studies.

The vessels permeability and extention of brain edema was studied
using 2 per cent Evans blue solution which was injected intravenously
(2 ml/kg) just before freezing. The spread of Evans blue in the nervous
tissue was determined macroscopically and in fluorescent microscope
by means of the HBO-200 lamp and BG-12 (4i0G-9) filters. Black and
white pictures were taken on ORWO PP-27 film.

The material for histological studies fixed in formalin or in Rossman's
fluid was embedded in paraffin. The sections were stained with
hematoxylin-eosin, cresyl-violet, Heidenhain, PAS and PAS-dimedone
methods.

For electron microscopic studies sections of the grey and white
matter were taken from the peripheral areas of brain edema 3 and
6 hrs after cold injury. Sections were fixed in 5 per cent glutaralde-
hyde in phosphate buffer (pH 7.4), then postfixed in 2 per cent OsO,
in Millonig’s buffer (pH 7.4). Material was embedded in Epon 812.
Ultrathin sections were counterstained in saturated uranyl acetate so-
lution at 37°C for 45 min and then with Raynolds reagent at room
temperature for 15 min. Pictures were taken in a JEM — 7A electron
microscope on ORWO E 42 plates.

RESULTS

In the first group, 3 hours after cold injury had been performed,
Evans blue extravasation in the cortical lesion and subcortical white
matter was found. Blue staining progressively extended in 6, 12, 2
hrs reaching maximal area in the 48th hour and occupied mostly the
white matter of adjacent gyri, centrum semiovale and corpus callosum.

In animals of the second group with intravenous injection of GSSG
both the lesion of cortex and area of brain edema marked by Evans
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blue were larger than in the control group. A different picture was
observed in the third group with GSH injected. In each period of time
after inducing edema the cortical lesion and area of brain edema were
smaller than those in the control and GSSG groups.

Fluorescence microscopic study permitted to distinguish two separate
areas: the area of the direct BBB damage and the field of brain edema.
The area of BBB damage occupied cortical lesion and the adjacent
white matter. In this area red fluorescence in walls of different types
of cerebral vessels and in the tissue around them was observed. Diffu-
sed red lighting of Evans blue-albumin complex spread in the white
matter without visible connection with the vessel walls. Comparison
of the areas of BBB damage in all three groups showed that in GSSG
group this area was larger than in others (Figs 1—5).

Local cold injury of the brain surface produced hemorrhagic necrotic
foci which occupied both cerebral cortex and the subcortical white
matter. The extent of hemorrhagic component in the cortical lesion was
among others the factor differentiating three experimental groups.
Cortical lesions were smaller in GSH group than in the control and
GSSG groups, while animals treated with GSSG had larger damaged
area. Light microscopy demonstrated non-specific reaction of the
nervous tissue to the damage. Various forms of morphological changes
in neurons and glial cells as well as separation of fibers by edematous
fluid and swelling of myelin sheaths in the white matter were found
in the adjacent lesion zone. In edematous white matter PAS positive
fluid was accumulated. Glycogen granules in glial cells and neuropil
occurred in all groups, but in GSSG group they were found already
in the 6th hour of the brain edema. In the second zone of brain ede-
ma morphological changes were less pronounced. During the next 24
hrs reactive forms of glial cells appeared in the second zone surro-
unding the lesion.

Electron microscopic study was performed on the material from all
experimental groups in the 3rd and 6th hour of brain edema. It con-
cerned different structural elements of the nervous tissue laying on
the peripheral area of edema. A common feature was the enlargement
of extracellular space in the white and to a lesser degree in the grey
matter. Ultrastructural changes in neurocytes and glia cells were
expressed by the enlargement of endoplasmic reticulum channels,
swelling of mitochondria and increased amount of free ribosomes (Figs
6, 7). The shrinking of axoplasm and dislamination of myelin sheaths
were seen (Fig. 8). In the dendritic prccesses swelling of mitochondria
dominated. Swelling ‘of mitochondria membranes and nuclear envelops
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Fig. 1. Red fluorescence of Evans blue-albumin complex within the trabecular
arteriole and capillaries of the cerebral cortex. Control rabbit. 60 X.

Ryc. 1. Czerwona fluorescencja kompleksu blekitu Evansa z albuming w swietle
tetniczki beleczkowatej i naczyniach wlosowatych kory mézgu. Kroélik kontrolny.
Pow. 60 X

Fig. 2. The area of BBB damage spreading over cortex and white matter. The

red fluorescence of Evans blue-albumin complex within and around the

vessels as well as in the adjacent nervous tissues. Rabbit 6 hrs after inducing
brain edema. 60 X

Ryc. 2. Uszkodzenie bariery krew-moézg obejmujace kore i istote bialg mozgu.

Czerwona fluorescencja kompleksu blekitu Evansa z albuming widoczna w S$wietle

naczyn krwiono$nych oraz w otaczajacej je tkance nerwowej. Krélik w 6 godz.
po wywolaniu obrzeku moézgu. Pow. 60 X

Fig. 3. Red fluorescence within the blood vessel and in surrounding nervous
tissues within the area of BBB damage. Higher magnification from Fig. 2. 100 X.

Ryc. 3. Czerwona fluorescencja w $wietle naczynia krwionosnego i w otacza-
jacej go tkance nerwowej w obszarze uszkodzonej bariery krew-moézg. Fragment
ryc. 2 w wiekszym powigkszeniu. Pow. 100 X.
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with their dislamination predominant in glia cells, was often noticed
in GSSG group (Figs 9, 10). Serious damage of astroglia with comple-
te destruction of cytoplasm and swelling of their processes dominated
in electron microscopic pictures (Fig. 11). Additionally, ultrastructu-
ral changes in cerebral vessels from edematous area were noted. Va-
cuolization of cytoplasm with mitochondrial swelling occurred in en-
dothelial cells. It was accompanied by swelling of perivascular glia
processes (Figs 12, 13).

DISCUSSION

The previously published biochemical data (Rap, Wideman, 1976)
showed the significant decrease of SH groups level in edematous tis-
sue what may be related to the presented morphological results. It
was shown that intravenous injection of GSH and GSSG can influen-
ce in different ways histochemical and ultrastructural changes in the
nervous tissue due to BBB damage. GSH diminished the area of BBB
damage and area of brain edema. It was concomittant with smaller
extension of cortical lesions as compared to GSSG and control groups.
The opposite results were obtained after GSSG treatment. Necrotic
foci with large hemorrhagic component and areas of the BBB damage
were more extensive than in control group. Accumulation of glycogen
deposits in the damaged hemisphere in this group was found earlier
than in the others. Additionally, the electron-microscopic study very
often revealed dislamination of cellular, mitochondrial and nuclear
membranes. These morphological changes led probably to larger exten-
sion of the area of the brain edema in animals treated with GSSG. The
above mentioned results suggest that exogenous GSH may protect cells
membranes and GSSG damage them. Discussing the biochemical (Rap,
Wideman, 1976) and morphological results we would like to call
attention to some mechanisms in which SH groups participate and

Fig. 4. Diffuse red fluorescence in the white matter indicating spreading of the
brain edema. Rabbit 6 hrs after inducing brain edema and GSSG administra-
tion. 60 X.

Ryc. 4. Rozlana czerwona fluorescencja w istocie bialej wskazujgca na kierunek
rozprzestrzeniania sie obrzeku moézgu. Krolik w 6 godz. po wywolaniu obrzeku
mozgu i podaniu GSSG. Pow. 60 X.

Fig. 5. Undamaged blood vessel in the area of the brain edema. Red fluore-
scence within and in far distance from it. High magnification from Fig. 4.
100 X.

Ryc. 5. Nieuszkodzone naczynie krwionosne w polu obrzeku mozgu. Czerwona
fluorescencja w $wietle naczynia i w odleglej od niego tkance nerwowej. Frag-
ment z ryc. 4. Pow. 100 X.
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Fig. 6. Part of neuron from the area of the brain edema. Enlargement

of endoplasmic reticulum channels, free ribosomes and swelling of glia pro-

cesses adhering the neuron. Rabbit 6 hrs after inducing brain edema. 21700 X.

Ryc. 6. Poszerzenie kanaléw siatki endoplazmatycznej, luzno lezace rybosomy,

obrzmienie mitochondriéw w neuronie znajdujacym sie w polu obrzeku moézgu.

Obrzmienie wypustek glejowych przylegajacych do neuronu. Krélik w 6 godz.
po wywolaniu obrzeku mozgu. Pow. 21700 X.
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which are responsible for stabilizing the function and structure of the
membranes. The protective action of SH group in this case results
probably from neutralisation of free radicals and binding metal cations
which stimulate strongly the peroxidative processes in the membranes
(Martin, Mcllwain, 1959; Ellman, 1959). At is has been already mentio-
ned the amount of SH group and disulfide compounds remains in
a constant balance. Any alteration of this balance which favours
accumulation of disulfides causes pronounced consequences, namely
the damage of the membrane structure especially in mitochondria, as
it was also observed in our studies. Our experiments showed that vaso-
genic brain edema is characterized by a considerable decrease of SII
groups which probably leads to increased level of disulfides. Therefore
intravenous injection of GSSG evoked deeper pathological changes in
the structure of the nervous tissue. Under different conditions, mainly
in experimental anoxia, a decrease of SH group content in the
nervous tissue and disturbances in enzyme mechanism regulating their
level were reported (Wideman, Domanska-Janik, 1974). In vasogenic
brain edema uncontrolled penetration of water, electrolites, protein and
other compounds into the nervous tissue leading to the enlargement
of extracellular space and physico-chemical changes in the membranes
of neurocytes, glia cells and their processes were found (Bakay, Ha-
que, 1964; Pappius, 1965; Wolman, Wiener, 1965; Kaluza, 1971; Klatzo,
1972; Szydlowska et al., 1972; Go et al., 1976; Reulen et al., 1976). Some
compounds of iron and copper as well as some lipo- and proteolytic
enzymes present in the edematous fluid catalize catabolic reaction in
the cells membranes. As the recent studies show these changes lead to
the rise of free radicals of peroxidized lipids, which in turn, cause
swelling of the membranes and increase a vulnerability of the brain to
development of edema (Chapman, Cronkite, 1950; Wisniewski et al.,

Fig. 7. Part of astrocyte with enlarged endoplasmic reticulum channels, free
ribosomes and marked swelling of the cell and nuclear membranes. Rabbit
6 hrs after inducing brain edema. 17200 X.

Ryc. 7. Astrocyt z poszerzonymi kanalami siatki endoplazmatycznej, luzno lezg-
cymi ribosomami, obrzmialymi mitochondriami oraz widocznymi rozwarstwie-
niami blony komoérkowej i otoczki jadrowej. Pow. 17200 X.

Fig. 8. Axon with dislamination of myelin sheaths and slightly shrinked axo-
plasm. Rabbit 6 hrs after inducing brain edema. 50000 X.

Ryc. 8. Akson z rozluznionymi blaszkami ostonki mielinowej i obkurczong akso-
plazma. Kroélik w 6 godz. po wywolaniu obrzeku mézgu. Pow. 50000 X.
Fig. 9. Glia process. Dislamination of mitochondria membrane. Rabbit 6 hrs
after inducing brain edema and GSSG administration. 32200 X.

Ryc. 9. Wypustka glejowa. Rozwarstwienie blony mitochondrialnej. Kr6lik w 6
godz. po wywolaniu obrzeku moézgu i podaniu GSSG. Pow. 32200 X.
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Fig. 10. Dislamination of nuclear membrane and vacuolization of the glia cell.

Rabbit 6 hrs after inducing brain edema and GSSG administration. 29800 X.

Ryc. 10. Rozwarstwienie otoczki jadrowej z wytworzeniem wodniczki w komorce

glejowej. Krolik w 6 godz. po wywolaniu obrzeku moézgu i podaniu GSSG.
Pow. 29800 X.

Fig. 11. Swelling of astrocyte with vacuolization of cytoplasm. Rabbit 6 hrs
after inducing brain edema and GSSG administration. 12700 X.

Ryc. 11. Obrzmienie astrocytu z calkowita dezintegracja cytoplazmy. Kroélik w 6
godz. po wywolaniu obrzeku moézgu i podaniu GSSG. Pow. 12700 X.
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1966; Demopoulos et al., 1972; Ortega et al., 1972). Assuming that the
spread of a brain edema depends, among others, on the damage of
the membranes system of structural elements of the nervous tissue
it may be suggested that antioxidative processes may be invol-
ved in it. Indirect studies with so called postdecapitative ischemia
demonstrated the increase of lipids peroxides in the microsomal fraction
of the nervous tissue in wvitro (Strosznajder, Dabrowiecki, 1975). More
convincing evidence was found in experiments on vasogenic brain
edema induced by cold injury when the increase of free radicals in the
nervous tissue was accompanied by a decrease of lipids antioxidants
(Rap, Dabrowiecki, 1979). An additional arguments for the failure of
antioxidative mechanism as a reason of damaging the membranes of
the nervous tissue are the results obtained during the treatment of
brain edema with the so-called antioxidants. Antioxidant properties are
displayed among others by GSH and therefore GSH could slow down
the development of brain edema in these experiments.

Summarizing, it could be suggested that disturbances in the balance
between thiol and disulfides might be connected with the damage of
CNS membranes as demonstrated by morphological changes. In con-
sequence these disturbances might be important in dynamics of deve-
lopment of vasogenic brain edema.

Z. M. Rap, J. Wideman

WPLYW ZREDUKOWANEGO I UTLENIONEGO GLUTATIONU
NA POWSTAWANIE ZMIAN STRUKTURALNYCH W TKANCE NERWOWEJ
W NACZYNIOPOCHODNYM OBRZEKU MOZGU

Streszczenie

W przebiegu doswiadczalnie wywolanego naczyniopochodnego obrzeku moézgu
stwierdzono 10—20% spadek poziomu grup sulfhydrylowych (SH) w tkance
nerwowej. Dozyine podanie zredukowanego glutationu (GSH) zmniejszalo dyna-
mike narastania obrzeku mézgu, natomiast podanie utlenionego glutationu (GSSG)

Fig. 12. Part of the blood vessel. Swelling of mitochondria and numerous vacuo-
les in the endothelium cell. Rabbit 6 hrs after inducing brain edema and GSSG
administration. 26 400 X.

Ryc. 12. Obrzmiale mitochondria oraz liczne wodniczki w cytoplazmie komoérki
$rédbionka. Krolik w 6 godz. po wywolaniu obrzeku moézgu i podaniu GSSG.
Pow. 26 400 X.

Fig. 13. Swelling of glia feets around the vessel. Rabbit 6 hrs after inducing
brain edema and GSSG administration. 21200 X.

Ryc. 13. Obrzmienie wypustek glejowych wokél naczynia krwionosnego. Krolik
w 6 godz. po wywolaniu obrzeku moézgu i podaniu GSSG. Pow. 21200 X.
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zwiegkszylo jego dynamike. Badania w mikroskopie Swietlnym wykazalty, ze ogni-
ska uszkodzen wywolane zamrozeniem kory moézgu u zwierzat z uprzednio po-
danym GSSG byly znacznie wieksze niz u zwierzat w grupie kontrolnej i po
podaniu GSH. Pozostawaly one w $cistym zwigzku ze stopniem uszkodzenia
bariery krew-mozg i dynamika narastania obrzeku moézgu. Zmiany o charakte-
rze obrzmienia lub obrzeku cytoplazmy astrogleju oraz ich wypustek domino-
waly w badaniach elektronowo-mikroskopowych, a rozwarstwienia blon komor-
kowych, mitochondrialnych i otoczek jadrowych uzupelnialy obraz zmian ultra-
strukturalnych w uszkodzonej potkuli mézgu. Wymienione zmiany strukturalne
byly bardziej nasilone u zwierzat po podaniu GSSG.

Zaobserwowane roznice w rozleglosci uszkodzen moézgu u zwierzat w poszcze-
goblnych grupach doswiadczalnych prawdopodobnie nalezy wigza¢ z roéznym stop-
niem uszkodzenia ,systemu blon” wszystkich elementéw strukturalnych tkanki
nerwowej. Zachwianie réwnowagi miedzy zwigzkami sulfhydrylowymi (SH)
a dwusiarczkowymi (—SS—), moze wywieraé¢ niekorzystny wplyw na strukture
i funkcje blon. Zwiekszenie poziomu dwusiarczkow (GSSG) prowadzi¢é moze do
ich uszkodzenia, podczas gdy zwigzki sulfhydrylowe (GSH) spelniaja role ochron-
na, stabilizujac funkcje bton komérkowych.

3. M. Pan, . Buaeman

BIVMAHUE BOCCTAHOBJIEHHOI'O UM OKMUCJIEHHOI'O TJIIOTATMOHA
HA OBPA3BOBAHME CTPYKTYPHBIX U3MEHEHUJI B HEPBHOM TKAHMU
B OTEKE MO3rA COCYIUCTOIO ITPOUCXOZKJIEHUA

Pe3swmMme

B 9KcnepuMMeHTaJbHO BbI3BAHHOM OTEKE MO3ra COCYyAMCTOrO IIPOMCXOKjaeHusa obna-
py¥xuBanu 10—20% mnagedue ypoBHA cyabdruapuiabhubix rpynn (CI') B HepBHOM
TKaHM. BHyTpuBeHHOe BBeJeHMe BoOcCTaHOBJeHHOro riroratuoHa (I'CI) ymenbliano
JMHAMMKy BO3HMKHOBEHMA OTeKa MO3ra, B TO BpeMsa KOrja mnojadya OKMCJIEeHHOro
ratoratuona (I'CCT) yseamumuBasio ee. MccaenoBanus B CBETOBOM MMKPOCKOIE IIOKa-
3224, 4TO (POKyChbl IOBPEXKAEHMI, BbI3BaHHbIE 3aMOparKMBaHMEM KODbI MO3ra y Ku-
BOTHBIX, KOTOPBIM npeaBaputenbHo BBOoAuaAM I'CCI BbIIM 3HAUMTENBHO 6OJbIIE UYeM
B KOHTPOJbLHOM rpynmne u nocie nogaumu I'CI. Haxoauamce OHM B TECHOM CBA3M CO
CTEeNeHbI0 IIOBpexXjeHus Oapbepa KpPOBbB-MO3r M AMHAMMKON BO3HMKHOBEHMS OTeKa
mo3ra. M3ameHenusa tuna HabyXxaHusA MIM OTE€Ka LMTOIIA3Mbl acTPOTJAMM M UX OTPOCT-
KOB mpeobjazanmM B 9SJ€KTPOHHOMMKDPOCKOIIMYECKMX MCCIef0BaHMAX. PaccioeHus
KJIETOYHBIX, MMTOXOHJIPMAJIBHBIX M AAEePHBIX 000J04YeK JOIMOJHANM KapTUHY yJbTpa-
CTPYKTYPHBIX WM3MEHEHM) B IIOBPEXAEHHOM IoJymapuu wmo3lra. IlepeuucieHHble
CTPYKTypHble M3MeHeHMs Obliyu 00Jiee BbIpazKeHHble y IKMBOTHBIX IIOCJe IIOAAYM
T'CCT,

Habaronaemble pa3uuibl B 06beMe ITOBpEeXKJeHMII MO3ra y XMBOTHBIX B OTJAEJIBHBIX
ONBITHBIX TI'PyNNax CJeAyeT BEPOATHO CBA3bIBATHL C Pa3HOM CTENEHLIO IMOBPeXKJeHH
»CUcTeMbl 060JI04eK” BceX CTPYKTYDPHBIX 3JIEMEHTOB HEPBHOM TKauu. Hapyuienue pas-
HOBeCHMA MeXAy Ccyab@ruapuiabibiMu (—CI—) u aucyabduaubiMyu (—CC—) rpynmamMu
MOZKeT BbI3bIBaTh HebOJaronpmaTHOe BJIAMAHME HA CTPYKTYPY M (YyHKUMIO 00O0JIOYEK.
YBeauyeuue ypoBHsa aucyiabdumoB (I'CCI) mMoxeT BeCTM K MX ITOBPEXJEHMIO, B TO
BpeMsa kKorga cyabdruapuabhble coeguHenusa (I'CI) MCIIONHAIT OXPaHUTEJbHYIO POIb
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MARIANNA SIKORSKA

POZIOM 3',5-CYKLICZNEGO ADENOZYNOMONOFOSFORANU
ORAZ AKTYWNOSC CYKLAZY ADENYLOWEJ,
FOSFODWUESTERAZY 3,5-CYKLICZNYCH NUKLEOTYDOW
I KINAZ BIALKOWYCH W MOZGACH SZCZUROW
W WARUNKACH DOSWIADCZALNEGO ZATRUCIA
TLENKIEM WEGLA

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

Zatrucie tlenkiem wegla, wynikajagce z wysokiego powinowactwa
tlenku wegla do hemoglobiny, prowadzi, poza zespolem ogélnoustrojo-
wych zaburzen, do niedotlenienia osrodkowego ukladu nerwowego.
Przez odpowiednio dobrane warunki do$wiadczalne Korthals i wsp.
(1973) uzyskali model, w ktéorym zatrucie CO nie prowadzilo do uszko-
dzenia elementow strukturalnych OUN powodowalo natomiast szereg
odwracalnych, krotkotrwatych zaburzen metabolicznych, miedzy inny-
mi w przemianie glikogenu (Smialek i wsp. 1973), w poziomie nukleo-
tydow adeninowych (Sikorska i wsp. 1974), w aktywnosci enzymow
ciggu glikolitycznego (Sikorska, Broniszewska-Ardelt 1976) oraz w pro-
cesach biosyntezy bialek (Albrecht 1973).

Sposrod wielu czynnikéw regulujgcych przemiany metaboliczne
w mozgu, wiele uwagi w ostatnich latach poswiecono roli cyklicznego
adenozynomonofosforanu (cAMP) i wykazano jego wplyw na szereg
procesoOw biochemicznych zachodzgcych w komorkach. Stad tez przy
wyjasnianiu zaburzen metabolicznych wystepujacych w warunkach nie-
dotlenienia, rola zmian w poziomie cAMP wydaje sie szczegodlnie istot-
na.

Celem przedstawianej pracy jest ocena zachowania si¢ poziomu
3,5’-cyklicznego adenozynomonofosforanu oraz aktywnos¢ enzymow
zwigzanych z jego przemiang: cyklazy adenylowej (EC 4. 6. 1. 1.), fos-
fodwuesterazy 3’,5’-cyklicznych nukleotydow (EC 3. 1. 4. 17), i kinaz
biatkowych (EC 2. 7. 1. 37 — ATP: bialko fosfotransferaz) w modzgach
szczurow poddanych dzialaniu tlenku wegla.
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MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na 6-tygodniowych szczurach, rasy Wistar,
obu pici, o ciezarze ciala 150—180 g. Doswiadczalne zatrucie tlenkiem
wegla wywolywano zgodnie z warunkami podanymi w pracy Korthal-
sa 1 wsp. (1973). Szczury umieszczano w 60-litrowej komorze doswiad-
czalnej, przez ktérg przeplywala mieszanina powietrza i tlenku wegla
z szybkoscig 1 1/min. Przez okres 60 min. mieszanina zawierala ok.
1% CO, przy czym ilos¢ te regulowano w zaleznosci od stanu klinicz-
nego zwierzat. Po uptywie 60 min wylgczano doptyw CO do komory,
zapewniajgc nadal ciagly przeplyw powietrza i pozostawiano w niej
szczury na okres dalszych 30 min. Zwierzeta przebywaly wiec w ko-
morze przez 90 min., po czym przenoszono je do warunkéw panujg-
cych w pomieszczeniu do$wiadczalnym. Smiertelno$é wynosila ok
15—20% zwierzat.

Tabela 1. Poziom karboksyhemoglobiny we krwi szczuréw w warunkach doswiadezalnego
zatrucia tlenkiem wegla

Table 1. The carboxyhemoglobin level in rat blood in the conditions of experimental carbon
monoxide intoxication

Poziom HbCO HbCO level

Grupa doswiadczalna w % i (%)
Experimental group x4+ SEM¥)
Okres przebywania w komorze 10 min 35,34-2,6 (6)%*)
doséwiadezalnej 20 min 50,04-2,4 (5)
30 min 77,24-4,1 (4)
Time of maintonance in the 50 min 75,84-1,0 (5)
chamber E 60 minr e 76,141,3 (5)
90 min 59,24-2,6 (7)
Okres przezycia po wyjeciu z ko- 2,6 min 40,8-4-4,8 (6)
mory 5 min 2644+1,8 (4)
10 min 19,24-3,6 (4)
Time of survival outside the
chamber dh 8,84-0,7 (4)
2 h 3,44-0,8 (4)
4h 1,3+0,4 3

*) ;;{;SEM — drednia arytmetyczna - sredni blad Sredniej
— arithmetic mean + mean error of the mean

**) Liczby w nawiasach oznaczaja ilo$é przebadanych szezuréw
In parenthoses — number of animals

Zawarto$¢ karboksyhemoglobiny we krwi oznaczano metodg White-
heada i Worthingtona (1961). Tabela 1 przedstawia poziom HbCO
u szczuréw w czasie ekspozycji CO i po wyjeciu zwierzat z komory do-
Swiadczalnej. Zwierzeta dekapitowano bez znieczulenia w trakcie dzia-
lania CO oraz w réznym czasie po zatruciu (podanym w tabelach wy-
nikow 2 i 3). Do badan pobierano obie pétkule moézgowe.
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Grupe kontrolng stanowily szczury tej samy rasy i wieku nie podda-
ne zadnym zabiegom doswiadczalnym.

Oznaczanie poziomu cAMP. Glowy badanych szczuréw zamrazano w
cieklym azocie natychmiast po dekapitacji. Zamrozong tkanke moézgo-
wa homogenizowano w 6% kwasie tréjchlorooctowym (TCA) (100 mg
tkanki/l ml kwasu). Homogenat wirowano przy 10.000 X g przez 15 min.
w temp. +2°C. Nadmiar TCA w nadsgczu usuwano stosujgc metode
ekstrakcji eterem dwuetylowym (Walton, Garren 1970). Zawartos¢
cAMP w ekstrakcie tkankowym oznaczano przy uzyciu testowego zesta-
wu odczynnikow f-my Boehringer, wykorzystujac opisane przez Gilma-
na (1970) wlasnosci naturalnego biatka do tworzenia trwalych komplek-
sow z cAMP oraz kompetycyjno$¢ pomiedzy zimnym i goragcym cAMP
o kompleksujgcy substrat. Tworzenie kompleksu przebiega w Srodowis-
ku kwasnym, pH 4,0, w temp. 0°C w ciggu 100 min.

Mieszanina reakcyjna (200 wl) zawierala: wycigg tkankowy odpowia-
dajacy ok. 5 mg swiezej tkanki, bufor octanowy pH 4,0, 10 pmoli, ok.
5,3 pmola 3H/cAMP (25 Ci/mmol) oraz kompleksujgce biatko w ilosci za-
pewniajacej mozliwo$¢ oznaczania zawartosci cAMP w granicach 2—20
pmoli/probke. Kompleks cAMP-biatko izolowano na filtrach miliporo-
wych HA 0,45 um i radioaktywnos$¢ badanych prob mierzono w liczniku
scyntylacyjnym Izocap 300.

Oznaczanie aktywnosci cyklazy adenylowej. Aktywnos¢ enzymu ozna-
czano wg metody Perkinsa i Moore’a (1971) oraz Krishny i wsp. (1968).
Szczegoly dotyczgce rodzaju uzywanych odczynnikéw, ich stezen oraz
optymalnych warunkéw dla przebiegu reakcji katalizowanej przez cyk-
laze adenylowa podano w poprzedniej pracy (Sikorska 1976).

Oznaczanie aktywnosci fosfodwuesterazy 3’,5’-cyklicznych nukleoty-
déw. Optymalne warunki dla oznaczania aktywnosci enzymu opraco-
wano na podstawie prac Breckenridge’a i Johnstone’a (1969) oraz
Cheunga (1971).

Mieszanina inkubacyjna (100 nl) zawierata: bufor imidazol-HCl pH 7,5
— 5 wmoli, MgCl, 0,2 umola, albumine — 10 ng (V frakcja Sigma), triton
X-100 10 wg, cAMP 0,4 umola (s6l sodowa, Sigma) oraz badany nad-
sgcz w ilosci odpowiadajacej 30—100 ng biatka. Do proéb slepych doda-
wano zagotowany nadsgcz. Mieszanine inkubowano przez 15 min.
w 30°C. Pierwszy etap reakcji zatrzymywano przez zagotowanie prob
w lazni wodnej (2 min.). Po ochtodzeniu do kazdej proby dodawano
po 20 ug 5-nukleotydazy (Sigma) rozpuszczonej w buforze Tris-HC!
10 mM, pH 7,5 (Cheung 1967) i inkubowano je ponownie przez 15 min.
w 30°C. Reakcje przebiegajaca przy wspoéludziale 5-nukleotydazy za-
trzymywano przez dodanie 200 pl 10% TCA. Po usunieciu zdenaturo-
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wanego bialka w nadsgczu oznaczano stezenie fosforanéw nieorganicz-
nych (Erler i wsp. 1967), bedace wykladnikiem aktywnosci badanego
enzymu.

Oznaczanie aktywnosci kinaz biatkowych. Badanie aktywnosci kinaz
biatkowych wykonywano w pelnym homogenacie z mozgéw szczurow.
Do homogenizacji uzyto bufor Tris-HC] pH 7,0 z dodatkiem 5 mM DTT
(dithiotreitol — Sigma) oraz 4 mM EDTA. Metode oznaczania aktyw-
nosci kinaz opracowano na podstawie pracy Costy i wsp. (1976).

Sklad mieszaniny reakcyjnej byl nastepujacy (260 wnl): 15 mM bufor
fosforanowy pH 6,5, 15 mM NaF, 10 mM MgCl,, 0,05 mM ATP — y P*
(0,6 n Ci/probke, f-my Amersham), 2 mM teofiliny, 0,3 mM EGTA
(Sigma), 100 nug bialek histonowych (typ IIA, Sigma), 10 uM cAMP (501
sodowa, Sigma) lub wode w odpowiedniej ilosci (w przypadku badania
aktywnosci kinaz niezaleznych od cAMP) oraz badane biatko w ilosci
nie przekraczajacej 30 ug.

Proby inkubowano przez 5 min. w 30°C, po czym do kazdej z nich
dodawano po 50 ul 0,63% albuminy (V frakcja, Sigma) i 60% TCA. Wy-
trgcony osad zbierano na sgczkach miliporowych HA 0,45 pm, przemy-
wajgc 10—15 ml 10% TCA. Radioaktywnosé¢ préb mierzono w liczniku
scyntylacyjnym Izocap 300.

Biatko oznaczano metoda Lowry i wsp. (1951).

WYNIKI

W tabeli 2 przedstawiono wyniki dotyczgce poziomu cAMP oraz ak-
tywnosci cyklazy adenylowej i fosfodwuesterazy.

3,5’-cykliczny adenozynomonofosforan (cAMP). W poréwnaniu z za-
wartoscia cAMP w mozgach zwierzat kontrolnych stwierdzono ponad
dwukrotny wzrost poziomu cAMP w moézgach szczurow badanych po
20 min. przebywania w atmosferze CO, oraz ok. 40% spadek poziomu
nukleotydu w mozgach badanych po 60 min. dzialania CO. W pozosta-
lych badanych przedzialach czasu nie obserwowano istotnych zmian
w zawartosci cAMP.

Cyklaza adenylowa. Aktywnos¢ cyklazy adenylowej wyrazano w %
wartosci kontrolnych oznaczanych rownolegle do kazdego doswiadcze-
nia. Po 30-min ekspozycji CO aktywnos¢ cyklazy w modzgach
szczuréw wzrastala ok. 2,5-krotnie, natomiast po 60 min. ekspozycji ok.
8-krotnie w poréownaniu z kontrolg. Aktywnos$é enzymu nie zmieniata
si¢ W znaczacy sposob w mozgach zwierzat przebywajgcych w komo-
rze doSwiadczalnej przez okres 90 min., a takze badanych po przezy-
ciu 2 ,4 i 24 godzin od zatrucia.
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Tabela 2. Poziom cAMP oraz aktywnoéé eyklazy adenylowej i fosfodwuesterazy 3’,5’-eyklieznych nukleotydéw w mézgach szozuréw w warunkach
doswiadczalnego zatruoia tlenkiem wegla
Table 2. The cAMP level and the adenylate oyoclase and 3’, 5’-cyclic nucleotides phosphodiesterase activitiesin the brains f rats in the condit-
ions of experimental carbon monoxide intoxication

cAMP cyklaza adenylowa fosfodwuesteraza
Grupa doswiadczalna p mole cAMP/mg &wiezej tkanki % kontroli nmole P nieorg./mg biatks /min
Experimentel group p moles cAMP/mg fresh tisue adeaylate cyclase phosphodiesterase
% coutrol nmoles P inorg./mg protein/min
x+SEM P x+SEM x+SEM p
Kontrola — Control 2,714+0,16 (16) 100 20,34+1,0
Okres przebywania w komorze 20 min 5,79+1,12 (8) 0,0009
dodwiadozalnsj 30 min 258,6+43,2 (8) 23,34+0,4 (4) 0,150
60 min 1,844 0,07 (7) 0,001 817,14148,0 (4) 20,7+1,7 (8) 0,891
Time of maintenance in the 9C min 2,4940,35 (5) 0,630 110,1+48,7 (4) 19,4420 (4) 0,649
chamber
Okres przezycia po wyjeciu 1h 2,174-0,08 (8) 0,082 28,44-1,0 (6) 0,0005
z komory 2 h 3,264-0,36 (5) 0,130 85,3 20,1 (5) 21,74+0,7 (4) 0,397
4 h 2,94+40,10 (6) 0,433 128,94-32,6 (4) 19,7+1,4 (4) 0,666
Time of survival outside of the 6 h 20,74+2,0 (4) 0,858
chamber 24 h 71,0432,6 (5)

x+SEM — érednie arytmetyczna + éredni blad éredniej
— arithmetic mean 4 mean error of the mean
p — prawdopodobienstwo wg testu Studenta
— probability according to Student’s test
Liczby w nawiasach oznaczajg ilo&é przebadanych zwierzat
In parentheses — number of animals
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Tabela 3. Aktywnosé kinaz bialkowych w moézgach szezuréw w warunkach doswiadezalnego
zatrucia tlenkiem wegla
Table 3. The activity of protein kinases in the brains of rats in the conditions of experimental
carbon monoxide intoxication

nmole ATP/mg bialtka/min nmoleg ATP/mg protein/min

M cAMP-zalezne cAMP- cAMP cAMP n
Grupa doswiadezalna depen- niezalezne inde-
Experimental group ShEd dent pendent
o x+SEM  p x+SEM  p
Kontrola Control ' 3,674+0,25 i 1,924-0,27 8
Okres przebywania w 20 min 1,8564+0,11 0,0006 0,78 4+ 0,04 0,0004 5
komorze 60 min 1,9¢4-0,19 0,0002 0,96 + 0,08 0,0002 6
Time of maintenance 90 min 2,664+0,22 0,014 1,00+40,13 0,001 b5
in the chamber e
Okres przezycia po wy- 1h 4,63+0,60 0,065 2,044-0,256 0,102 5
jeciu z komory 2h 4,72 4,66 0,069 2,274-0,14 0,153 4
Time of survival out- 4 h 3,714-0,40 0,762 1,914-0,03 0,981 4
side the chamber 24 h 3,16+0,30 0,345 1,63+0,24 _ 0,394 4

x+SEM — érednia arytmetycznaéredni blad éredniej
— arithmetic mean -+ mean error of the mean

p — prawdopodobienstwo wg testu Studenta
— probability according to Student’s test
n — iloé¢ przebadanych zwierzat
— number of animals

Fosfodwuesteraza 3’,5’-cyklicznych nukleotydéw. Zgodnie z wynikami
przedstawionymi w tabeli 2 jedynie w mozgach zwierzat badanych po
uplywie 1 godz. od wyjecia z komory doswiadczalnej stwierdzono zna-
mienny statystycznie (ok. 30%) wzrost aktywnosci fosfodwuesterazy.
W okresie bezposredniego dzialania CO na szczury, jak réwniez po prze-
zyciu dluzszym niz 1 godz. cd zatrucia, aktywnos$¢ enzymu nie ulegala
znaczacym zmianom.

Kinazy biatkowe. W przypadku kinaz zaleznych od cAMP stwierdzo-
no znaczny, ok. 50% spadek aktywnosci w mozgach szczurow badanych
po 20 i 60 min. dzialania CO. Rowniez po 90 min. przebywania zwierzat
w komorze doswiadczalnej aktywnos$¢ kinaz cAMP-zaleznych byla
nizsza niz w kontroli, ale juz tylko o ok. 30% (Tabela 3).

W pozostalych badanych przedzialach czasu nie stwierdzono znamien-
nych statystycznie réznic w aktywnosci tych enzymow. Aktywnosé Kki-
naz biatkowych niezaleznych od cAMP zachowywala sie podobnie. W po-
réownaniu z kontrola, znamienny statystycznie spadek aktywnosci en-
zymoéw o ok. 60% stwierdzono po 20 min. dzialania CO i o ok. 50% po
60 1 90 min. Po uplywie 1 godz. od wyjecia z komory doswiadczalnej
akiywno$¢ kinaz niezaleznych od cAMP nie roznila sie od kontroli,
podobnie jak po 2, 4 i 24 godz. od zatrucia.
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OMOWIENIE

Na wykresie 1 przedstawiono graficznie zmiany w poziomie cAMP,
w aktywnosci cyklazy adenylowej i fosfodwuesterazy w mozgach oraz
krzywa zawartosci karboksyhemoglobiny (HbCO) we krwi szczurow
poddanych dziataniu CO.

Z przedstawionych danych wynika, ze krotkotrwaly wzrost poziomu
cAMP w mozgach zwierzat do$wiadczalnych pojawia sie w okresie,
w ktéorym zawartos¢ HbCO we krwi wynosi ok. 50%, co z punktu wi-
dzenia klinicznego odpowiada pojawianiu sie pierwszych zaburzen od-
dechowych i ruchowych. Przy poziomie HbCO ok. 75%, prowadzacym
do krytycznego stanu klinicznego szczuréw, zawartos¢ cAMP w mozgu
spada ponizej wartosci kontrolnej. Podobny spadek poziomu cAMP
stwierdzili takze Flamm i wsp. (1977) w mozgach kotéw po uplywie
31 24 godz. od podwigzania tetnicy srodkowej mozgu. W miare poste-
pujacej dysocjacji HbCO poziom cAMP powraca do normy i nie ulega
istotnym zmianom w pozostalych badanych czasach.

Aktywnos¢ cyklazy adenylowej, enzymu odpowiedzialnego za cykli-
zacje ATP, a wiec warunkujgcego poziom cAMP w tkance, wzrastala
ponad dwukrotnie w okresie, w ktorym poziom HbCO we krwi osiggal
wartosci 60—75%. Zmiany aktywnosci tego enzymu znacznie sie nasi-
laly w miare pogarszania si¢ stanu klinicznego zwierzat i w okresie
krytycznym, tj. w 60 min. dziatania CO na szczury, obserwowano naj-
wigkszy ok. 8-krotny wzrost aktywnosci enzymu. Wraz z odtwarzaniem
sie oksyhemoglobiny we krwi aktywno$¢ enzymu powracala do normy.

Aktywnosé fosfodwuesterazy 3’,5’-cyklicznych nukleotydéw nie ule-
gala istotnym zmianom w okresie bezposredniego dziatania CO na szczu-
ry. Nieznaczny wzrost stwierdzono jedynie po uplywie 1 godz. od za-
trucia.

Reasumujgc omowione wyniki mozna przypuszczac, ze zwiekszona ak-
tywnos¢ cyklazy adenylowej, przy braku zmian w aktywnosci fosfc-
dwuesterazy jest czynnikiem bezposrednio warunkujacym wzrost po-
ziomu cAMP w tkance moézgowej, obserwowany w okresie pierwszych
20 min. dzialania CO. Zaskakujgce natomiast jest zachowanie sie¢ po-
ziomu cAMP i aktywnosci cyklazy w pozniejszym okresie (60 min.). Po-
glebiajacemu sie niedotlenieniu towarzyszyt spadek poziomu cAMP
i wybitny wzrost aktywnosci cyklazy adenylowej. By¢ moze wyjasnie-
nia tych faktow nalezy szuka¢ w stwierdzonej przez Greengarda i wsp.
(1969) odwracalnosci reakcji cyklizacji ATP. Wymienieni autorzy wy-
kazali, ze cAMP moze by¢ donorem reszt adenylowych i przy katali-
tycznym wspoétudziale cyklazy resyntetyzowaé¢ ATP. Omoéwione wyzej
zachowanie si¢ poziomu cAMP i aktywnosci cyklazy sugeruje mozliwosé¢
takiego przebiegu reakcji w tkance nerwowej w stosowanych warun-
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Wykres 1. Poziom 3'5-cyklicznego adenozynomonofosforanu, aktywno$é cyklazy adenylowej i fosfodwuesterazy 3’,5’-cyklicz-
nych nukleotydéw w moézgu oraz zawarto$é karboksyhemogloginy we krwi szczuré6w w warunkach dos$wiadczalnego zatru-
cia tlenkiem wegla.

Diagram 1. The level of cyclic 3’,5’-adenosinemonophosphate, activity of adenylate cyclase and cyclic 3’,5’-nucleotide phos-
phodiesterase in the brain and the content of carboxyhemobiny we krwi szczur6w w warunkach do$wiadczalnego zatru-
carbon monoxide intoxication.
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kach doswiadczalnych. Reakcja ta nie moze stanowi¢ oczywiscie glow-
nego zrodia resyntezy ATP, ale moglaby stanowi¢ istotny element dla
podtrzymania przebiegu niektoérych proceséw metabolicznych w kryty-
cznych dla komérki warunkach. Na mozliwos¢ wykorzystywania do
resyntezy ATP w warunkach niedotlenienia innych zrédet niz fosfory-
lacja oksydacyjna, wskazujg wyniki prac dotyczacych poziomu nukleo-
tydow adeninowych w tym samym modelu doswiadczalnym (Sikorska
i wsp. 1974) oraz w modelu hipoksyjnym (Broniszewska-Ardelt, Si-
korska 1979). W warunkach obu wymienionych modeli spadek pozic-
mu ATP w mozgu byl krotkotrwaly, po czym, mimo poglebiajacego
sie niedotlenienia poziom nukleotydu osiggal lub nawet przekraczat
wartosci kontrolne.

Mechanizm stymulacji cyklazy adenylowej obserwowany po niedotle-
nieniu nie jest znany, trudno jest wiec w sposob jednoznaczny zinter-
pretowa¢ wzrost aktywnosci enzymu w stosowanych warunkach de-
swiadczalnych. Do najlepiej poznanych czynnikow aktywujacych ten
enzym nalezg aminy biogenne, a zwlaszcza katecholaminy (Robinson
i wsp. 1967). W nastepstwie niedotlenienia poziom amin biogennych
ulega zwykle obnizeniu (Brown i wsp. 1974, Szumanska i wsp. 197€),
trudno jest lgczy¢ wzrost aktywnosci cyklazy adenylowej, pojawia-
jacy sie w trakcie dzialania CO, ze zmianami stezen amin biogennych.

Brostrom i wsp. (1975) wykazali w moézgach szczuréw obecnosé endo-
gennego, termostabilnego biatka charakteryzujgcego sie zdolnosciag do
wigzania jonéow Ca*? i w postaci kompleksu wapn : biatko, stymuluja-
cego aktywnos¢ cyklazy adenylowej. Wymienieni autorzy podkreslajg
zwlaszcza regulacyjng role jonow Cat?, ktéorych wewngtrzkomoérkowe
zmiany stezen stanowi¢ moga jeden z czynnikow warunkujacych zmia-
ny w metabolizmie cAMP w warunkach niedotlenienia.

Inna mozliwosé¢ regulacji aktywnosci cyklazy adenylowej moze wy-
nika¢ z budowy czgsteczki enzymu, postulowanej przez Najjara
i Constantopoulosa (1973). Wymienieni autorzy przytaczajg szereg
dowodoéw wskazujgcych, ze enzym ten istnieje w dwoch formach: nie-
aktywnej ufosforylowanej i aktywnej — zdefosforylowanej. Postulujg
rowniez mozliwos¢ bezposredniej defosforylacji nieaktywnej cyklazy na
drodze reakcji chemicznej o charakterze nukleofilowym. Funkcje akcep-
tora reszty fosforanowej moga, miedzy innymi, speilnia¢ hormony tkan-
kowe, co pozwala wyjasni¢ zdolnos¢ cyklazy adenylowej do gwaltow-
nych zmian aktywnosci obserwowanych takze w roéznych ukladach in
vitro (Robinson i wsp. 1967).

Fosfodwuesteraza 3',5’-cyklicznych nukleotydow, drugi enzym zwia-
zany bezposrednio z przemiang cAMP, okazal sie malo wrazliwy na
stosowane warunki doswiadczalne. Moze to wynika¢ z jego wewnatrz-
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komoérkowej lokalizacji. Fosfodwuesteraza jest enzymem cytoplazma-
tycznym, zwigzanym glownie z frakcja mikrosomalng (Weiss, Costa
1968), natomiast niedostatek tlenowy jest czynnikiem dzialajacym prze-
de wszystkim na struktury blonowe, stad tez enzymy zlokalizowane na
blonach komérkowych sg szczegdlnie wrazliwe na niedotlenienie. W wa-
runkach niedokrwienia moézgu u chomikéw mongolskich Schwartz i wsp.
(1976) obserwowali zmiany aktywnosci enzyméw blonowych takich jak:
cyklaza adenylowa, Na, K-ATP-aza, cAMP-zalezne kinazy biatkowe, na-
tomiast aktywnos$¢ fosfodwuesterazy nie ulegala zmianie pomimo znacz-
nego wzrostu poziomu cAMP (Watanabe, Ishii 1976).

Stwierdzony brak zmian aktywnosci tego enzymu w warunkach nie-
dotlenienia mozgu mogl jednak by¢ pozorny i wynika¢ z niemoznosci
ujawnienia mechanizmu aktywacji w ukladzie doswiadczalnym in vitro:
fosfodwuesteraza staje si¢ aktywna po utworzeniu kompleksu z natu-
ralnie wystepujacym aktywatorem bialkowym, przy czym wewnatrz-
komoérkowa lokalizacja obu elementow stanowigcych aktywny enzym
jest rozna (Kakiuchi, Yamazaki 1970; Cheung 1971; Miki, Yoshida 1971).
Taka budowa enzymu stwarza mozliwos¢ regulacji jego aktywnosci, ale
zmian tych nie mozna wykaza¢ w badaniach in vitro. Nie dysponujemy
dotychczas zadnymi informacjami wskazujagcymi na zachowanie sie ak-
tywatora fosfodwuesterazy w warunkach patologicznych. Wiadomo je-
dynie, ze jego komponenta bialkowa i komponenta biatkowa aktywatoc-
ra cyklazy adenylowej sg identyczne (Brostrom i wsp. 1975). Ustalenie,
w jakim stopniu wlasnosci tego bialka warunkujg zmiany w aktyw-
nosci obu enzymow metabolizujagcych cAMP w zatruciu CO jest nie-
mozliwe, ani na podstawie uzyskanych wynikéw, ani tez w oparciu
o aktualnie dostepne informacje.

Na wykresie 2 poréwnano zmiany w aktywnosci kinaz biatkowych
z poziomem cAMP w mozgach szczurow, oraz odniesiono je do zawar-
tosci HbCO we krwi. W poczgtkowym okresie dzialania CO na szczury,
mimo znacznego wzrostu poziomu cAMP, obserwowano wyrazne zaha-
mowanie aktywnosci kinaz bialkowych zaleznych od cAMP. Spadek ak-
tywnosci enzymoéow utrzymywal sie przez caly okres przebywania zwie-
rzat w atmosferze CO, a wiec przez okres odpowiadajgcy zwiekszonej
zawartosci HbCO we krwi. Normalizacja aktywnosci badanych kinaz
rozpoczyna sie wlasciwie w okresie ostatnich 30 min. przebywania
w -komorze doswiadczalnej, tzn. po wylaczeniu dopltywu CO. Spadek
aktywnosci enzymow stwierdzony po 90 min. byl mniejszy niz po
60 min. dzialania CO. Poziom cAMP w tym okresie ulegal obnizeniu.

Zgodnie z przyjetymi pogladami, kinazy biatkowe zalezne od cAMP
wystepuja w postaci komplekséw enzym: inhibitor biatkowy, a ich dzia-
lalnos¢ enzymatyczna ujawnia sie dopiero po odlgczeniu inhibitora lub
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Wykres 2. Poziom 3 ,5-cyklicznego adenozynomonofosforanu i aktywno$é kinaz biatkowych w mézgu oraz poziom karbo-
ksyhemoglobiny we krwi szczurbw w warunkach doswiadczalnego zatrucia tlenkiem wegla.

Diagram 2. The level of cyclic 3’,5’-adenosinemonophosphate and the activity of protein kinases in the brain and the
content of carboxyhemoglobin in the blood of rats under conditions of experimental carbon monoxide intoxication.
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po zmianie jego wilasnosci pod wplywem cAMP (Greengard i wsp. 1969).
Mozna by wiec sadzi¢, ze stwierdzony w warunkach zatrucia CO spa-
dek poziomu cAMP w moézgach szczuréow jest zwigzany z wzajemnym
oddzialywaniem nukleotydu z kinazami biatkowymi. Przeciwko takiej
interpretacji przemawia jednak pelna réwnoleglos¢ zmian aktywnosci
kinaz zaleznych i niezaleznych od cAMP (Wykres 2).

Przyczyny zmian aktywno$ci badanych kinaz bialtkowych w warun-
kach zatrucia CO nie sg znane. Pordéwnanie tych zmian z krzywg za-
wartosci HoCO pozwala przypuszczac, ze zmiany te sg wynikiem dzia-
lania czynnikéow wyzwalanych nie tylko przez niedotlenienie, ale row-
niez bezposredniego toksycznego dzialania CO na blony komorkowe.
Badania Chance’a i wsp. (1970), Estabrooka i wsp. (1970) wykazuja, ze
CO przenika przez blony komoérkowe, zaburzajac funkcje mitochon-
driow, oddzialywujgc na siatke endoplazmatyczna, a w szczegoélnosci
na procesy utleniania zachodzgce w mikrosomach. Mozna wiec przy-
puszcza¢, ze tlenek wegla przenikajacy do tkanki nerwowej, dzialajac
na struktury blonowe elementéw komorkowych, wplywa réwniez na
aktywnos¢ kinaz biatkowych zaliczanych do enzymow blonowych.

Zahamowanie aktywnosci kinaz bialkowych, stwierdzone po zatruciu
CO, moze warunkowa¢ szereg innych zaburzen metabolicznych, wyste-
pujacych w moézgach szczuréw w tych samych warunkach doswiadczal-
nych (Albrecht 1973; Sikorska, Broniszewska-Ardelt 1976). Wsrod kinaz
zaleznych od cAMP znajdujg sie takze kinazy regulujace aktywnosé
dwu kluczowych enzymoéw zwigzanych z przemiang glikogenu: synte-
tazy i fosforylazy glikogenowej. Spadek aktywnosci cAMP-zaleznych
kinaz moze by¢ jednym z czynnikéw warunkujgcych wzrost aktywnos-
ci syntetazy glikogenowej i poziomu tego polisacharydu, stwierdzanych
przez Smiatka i wsp. (1973) w takich samych warunkach dos$wiadczal-
nych. Reasumujac wyniki przedstawionych badan mozna przyjaé¢, ze
zmiany w metabolizmie cAMP warunkuja szeroki wachlarz zmian me-
tabolicznych w moézgu.

Serdecznie dzigkuje Pani Teresie Pankowskiej za pomoc techniczng przy wy-
konywaniu niniejszej pracy.

M. Cuxopcka
YPOBEHB 3,5-IIMKJIUYECKOI'O AZJEHO3UMHMOHO®»OCPATA
U AKTUBHOCTBH AJEHUJOBOM IIUKJA3BI ®OCPOIUBCTEPA3EL
3,5’-ITUKJINYECKUX HYKJEOTUJOB U KUHA3 BEJIKA B MO3TAX KPBIC
B YCJIOBUAX DKCIIEPMMEHTAJBHOI'O OTPABJEHUA OKUCHIO YIJA

PeszomMme

OcTpoe oTpaBjleHME KpbIC OKMCBIO yrjepoja Bejo K 60iblue uyeM 2-KpPaTHOMY
yBeau4yenuwo ypoBHa 3’,5’-uukianyeckoro AMEP (uAMP) B mosre B 20 Munyre
3KCNO3MUMM HAa OKMCh yrJjepoja, 3aTeM B 60 (mociennert) MuHyTe SKcrmo3uiumy Habiro-
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Janock IajileHue COJepIKaHMA 9TOr0 HYKJEOTHUAA HUKE KOHTPOJIBHOM BeJIUUIMHBI.
Bo3sepamjenmne K KOHTPOJbHOMY yPOBHIO MMeJIo MecTO Ha 30 MMHYTY IlOCje NIpeKpa-
IIEHMUA ISKCNO3UUMKU. AKTMBHOCTH aJ€HMJIOBOM LMKJA3bl yBeJMYMBAJIACh IIOCTEIIEHHO
BO BpeMsA 3Kcno3muuumu pocturad mo 20 muHyTtax 2,5 pasa BBICLIEr0 YeM KOHTPOJbHBINI
ypoBHA, a cnycta 60 MMHYT — mnpeBblllajla KOHTPOJIBHBIM yPOBEeHb Jaxe B 8 pas.
Ilocsie mnpeKpallleHMsA 9SKCIO3UMLMM MMEJI0 MecTO ObICTpoe CHMIKeHue aKTUBHOCTH
su3uma. Pocdoamacrepasa 3’,5’-LUUKINYECKUX HYKJIEOTUAOB 0KAa3ajlaCh OTHOCUTEIb-
HO HEYYBCTBMTEJBHOM Ha AEMCTBME OKMUCM yriepoja. DKCIO3UMLMUs HAa OKMUCh yriepoaa
CONMPOBOXKajlaCcb KPOMEe TOTO CHMIKEHMEeM aKTMBHOCTM KuHa3 6eJKOB — Tak 3aBUCH-
MBIX KaK M He3aBUCUBBIX OT LAMD.

ITonyyeHHble pe3yJbTAaThl yKa3bIBAalOT Ha OOJBIIYyI0 YyBCTBUTEJIBHOCTH MeTabo-
au3ma UAMD mo3ra Ha OTpaBJeHME OKMCBIO yrjepoja. BbIACHEHME OTIAUYMIA B M-
HaMMKe M3MEHEHMII B yPOBHE HYKJIEOTHZA M 3H3UMOB 00yCIIOBIMBAIOIIUX €r0 yPOBEHBb
rpebyeT paibHeMIUMX WMccaepoBaHmit. Ilosaraercsd, 4TO Hu3MeHeHUMA B MeTabosimsme
nAMS® nexar B OCHOBe IIMPDOKOro Beepa paHblie HabaomaemMbix MmeraboamuecKux
NOCJEACTBUM OTPaBJIEHUA OKMCBIO yTrJiepoja.

M. Sikorska

THE LEVEL OF CYCLIC 3'5-ADENOSINEMONOPHOSPHATE
AND THE ACTIVITY OF ADENYLATE CYCLASE,
CYCLIC 3,5-NUCLEOTIDE PHOSPHODIESTERASE AND PROTEIN KINASES
IN RAT BRAINS UNDER EXPERIMENTAL CARBON
MONOXIDE INTOXICATION

Summary

Acute carbon monoxide intoxication led to an over two-fold increase of
cyclic 3',5-AMP (cAMP) level in the brain after 20 min of exposition to car-
bon monoxide. On the 60th (last) min of exposition the lowering of this nucleo-
tide content below the control value was observed, followed by return to the
control level after 30 min of recovery. The activity of adenylate cyclase was
characterized by a gradual increase during exposition to CO, reaching in 20
min. 2.5 times and after 60 min 8 times the control wvalue. During recovery
the activity of this enzyme returned rapidly to the control values. Cyclic 3’,5-
-nucleotide phosphodiesterase remained virtually insensitive to carbon monoxi-
de action. The exposition to carbon monoxide was moreover accompanied by
the decrease of activities of protein kinases — both cAMP-dependent and inde-
pendent. The obtained results indicate a great sensibility of brain cAMP meta-
bolism to carbon monoxide intoxication, although the elucidation of the dyna-
mics of changes in the level of the nucleotide and enzymes participating in
its metabolism must await further studies. It is suggested that the changes
in cAMP metabolism underlie a wide range of observed earlier metabolic con-
sequences of carbon monoxide intoxication.
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BRAIN FUNCTION IN OLD AGE, EVALUATION OF CHANGES AND
DISORDERS. Eds F. Hoffmeister, C. Miiller in collaboration with H. P.
Krause. Springer-Verlag. Berlin, Heidelberg, New York, 1979. str. 533.
Ryc. 82.

Prezentowana czytelnikowi ksigzka stanowi zbiér materialéw z sympozjum nt.
,Funkcja moézgu w wieku starczym”, zorganizowanego w pazdzierniku 1978 r.
w Grosse Ledder k/Kolonii pod auspicjami firmy Bayer. Warto nadmienié¢, ze
bylo to siédme z kolei sympozjum poswigecone aktualnym problemom nauk bio-
medycznych zorganizowane przez te firme w okresie ostatnich 10 lat. Sympoz-
jum zgromadzilo okolo 40 uczonych z USA, Kanady, Francji, Szwajcarii, Wielkiej
Brytanii, Szwecji, Danii, Austrii i RFN, reprezentujacych szeroki krag specjal-
no$ci od geriatrii i psychiatrii, poprzez psychologie, neuropsychologie i neuro-
fizjologie do farmakologii, fizjologii, biochemii i patologii.

Idea wiodacg sympozjum, rzutujacg na prezentowang na nim niezwykle bogata
i zrbéznicowang tematyke, znajdujgca pelne odzwierciedlenie w przedstawionej
czytelnikowi ksigzce, byla proba znalezienia mozliwie najlepszych metod obiek-
tywnej oceny zjawisk 1 proces6w towarzyszacych starzeniu sie oraz ustalania
ich zwigzku zaréwno z procesami toczacymi sie w osrodkowym ukladzie nerwo-
wym jak i z zaburzeniami ogolnoustrojowymi, rzutujacymi w sposéb posredni
lub bezposredni na czynnos$¢ mozgu.

Obrady sympozjum toczyly sie w dziewieciu kolejnych sesjach, zakonczonych
ogo6lna, podsumowujacg dyskusja. Temu tez rygorowi podporzadkowany jest uktad
rozdziatow ksigzki. Dotycza one w kolejnosci:

Charakterystyki zmian i zaburzen behawioralnych w wieku starczym.

Proby ewaluacji zmian i zaburzen zwigzanych z wiekiem starczym.
Zagadnien uczenia sie i pamieci.

Funkcji poznawczych.

Stanu emocjonalnego.

Oceny regionalnego mézgowego krgzenia krwi.

Znaczenia badan eksperymentalnych u ludzi.

Znaczenia eksperymentu zwierzecego.

Zagadnienia terapii zmian i zaburzen zwiazanych z wiekiem starczym.
Kazdy z rozdzialéow zawiera od 3—8 artykuléw, posSwieconych wilasciwej dla
danej sesji tematyce. Artykuly maja zaréwno charakter syntetyzujacych prze-
gladéw informacji w danej dziedzinie, jak i oryginalnych prac badawczych.
W krétkim omoéwieniu nie sposob zawrzeé tresci poszczegdlnych rozdzialdow. Przy-
kladowe przedstawienie tresci jednego z nich moze jednakze zorientowaé czytelni-
ka w sposobie prezentacji materialu i rozleglosci tematyki w nim zawartej W roz-
dziale poswieconym zagadnieniu moézgowego przeplywu krwi w wieku starczym,
znajduja sie prace poswiecone wykladnikom zaburzen czynno$ci mozgu, stano-
wigcych nastepstwa udaru moézgowego, wykrywalnych metodami oceny regional-
nego przeplywu krwi i technikg skomputeryzowanej tomografii osiowej, statycz-
no-dynamicznym aspektom moézgowego przeplywu krwi w powigzaniu ze sta-
nem czynnosciowym mézgu, pomiarom regionalnego przeplywu moézgowego jako
wykladnika zroznicowania czynnosci moézgu w otepieniu starczym, zaburzeniom
krazenia mozgowego w ,fizjologicznym” starzeniu sie i w otepieniu starczym itp.
Podobny uklad oraz rozleglo$¢ tematyczna charakteryzuje pozostate rozdzialty.

Dobér, zaréwno tematéow, jak 1 specjalistbw je prezentujacych stanowi
gwarancje wszechstronnego i kompetentnego na$wietlenia poszczegolnych zagad-

d.c. str. 258
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Most experiments dealing with the action of organophosphorus
insecticides on nervous tissue metabolism were performed with mature
individuals (Sitkiewicz, Zalewska, 1975a, b; Sulinski et al., 1976; Sit-
kiewicz et al., 1977). The results of these studies indicate that beside
their antiacetylcholinesterase action, the organophosphorus compounds
may disturb energetic metabolism in the mitochondria of the central
nervous system (Sitkiewicz, Zalewska, 1975a, b; Sitkiewicz et al., 1979).
It is also known that some organophosphorus compounds induce what
is called a late neurotoxic effect associated with their strong demyeli-
nating influence (Aldridge, Barnes, 1966a, b; Johnson, 1969, 1970, 1974).
Since the early stages of ontogenetic brain development are linked
with intensive myelinogenesis (Rappoport et al., 1971), it is possible
that insecticides may act in a different way on developing than on
mature brain. Earlier experiments suggest a relation between myelino-
genesis and the development of full activity of brain mitochondrial
oxidoreductases organophosphorus (Zalewska et al., 1977b; Sulinski et
al., 1979). To date two organophosphorus insecticides have been tested
in this laboratory — Trichlorphon and Dichlorvos — derivatives of
phosphonic and phosphoric acid. The present paper deals with an orga-
nothiophosphorus compound — Ronnel. This insecticide is particulariy
interesting because it has been demonstrated that one of its metabolites
— the oxygen analogue — disturbs oxydatixe phosphorylation in the
mitochondria and synaptosomes of rat brain (Sitkiewicz, 1975; Sitkie-
wicz et al, 1979). It would seem, therefore, that Ronnel may act diffe-

*) This work was supported by a grant from the Polish Academy of Sciences
— Research Programme 10.4.2.
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rently on mitochondrial enzyme development than Dichlorvos and
Trichlorphon which do not disturb oxidative phosphorylation (Zalew-
ska et al., 1977a).

MATERIAL AND METHODS

The experimental material consisted of white female rats from closed
breeding randomly mated, weighing about 250 g. During the experi-
mental period the animals were fed a standard granulated diet and
received water ad libitum. Ronnel dissolved in edible oil was introduced
into the stomach with a probe in a volume of 1 ml. For the female
rats the LDs, dose was assumed as equal to 2630 mg/kg body weight
(Malinowski, Sledzinski, 1967). The insecticide was administered to the
rats beginning with day 14 of pregnancy for 7 successive days in doses
amounting to 2 or 10 per cent of the LDs, dose. As control served rats
receiving intragastrically 1 ml of oil. The progeny of the poisoned fe-
males was sacrificed by decapitation after 1, 4, 8, 12, 16, 32, 42 and 56
days of life and the material was prepared for examination.

Cytochrome oxidase and succinate dehydrogenase activities were
determined in the rat brain mitochondrial fractions. These fractions
were obtained by the method described by Moor and Jobsis (1970). Ho-
mogenates of the brain hemispheres were prepared in an isolation
solution composed of: 0,25 M sucrose, 0,56 mM K* EDTA, 10 mM Hepes,
pH 7,4. The homogenate was centrifuged for 3 min. at 3000 x g. The
sediment was discarded and the supernatant was centrifuged for 3 min
at 30 000 x g. The supernatant was decanted and the white fluffy layer
over the sediment was thoroughly removed. The sediment was mixed
with the isolation solution and the mitochondrial fraction was sedimen-
ted by centrifugation for 3 min at 30 000 x g at 4°C in a Janetzki K-70
centrifuge. The final sediment was resuspended in 1 cm3 of the isola-
tion solution and stored in ice.

Cytochrome oxidase was determined by the spectrophotometric
method (Smith, 1954) in a medium containing: 20 mM Tris/HCIl buffer
pH 7,4 and 125 mM KCIl. Cytochrome C was reduced with Na,S,0, and
desalted on 1X16 cm column filled with Sephadex G-25 fine (Yonetani,
Ray, 1965). Ferrocytochrome C was eluted from the column with a so-
lution consisting of: 10 mM Tris/HCIl, pH 7,4 and 1 mM EDTA. The
enzyme activity was expressed as the 1-st order reaction rate constant
converted to 1 mg of protein (Smith, 1955).

Succinate dehydrogenase activity was determined by the spectro-
photometric method after King (1963) in a medium containing: 0,1 M
phosphate buffer pH 7,4, 1,5 mM potassium cyanide, 20 mM potassium
succinate, 0,05 mM 2,6-dichlorophenolindophenol and 1,8 mM phenazin
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metasulphate. The number of umoles of succinate oxidated during 1 min
of enzymatic reaction by 1 mg of protein served as measure of enzyme
activity. Mitochondrial protein was determined by the biuret method
(Layne, 1957). Protein and the activity of both enzymes were determi-
ned immediately after solubilization with a 1 per cent sodium deoxy-
cholate solution. Enzyme activity measurements were performed on
a Specord UV-Vis (Zeiss) spectrophotometer. The results were evalua-
ted statistically by Student’s t test.

RESULTS

The changes in the cytochrome oxidase activity in the rat brain in
dependence on the age of the progeny, after poisoning of pregnant
mothers with Ronnel are shown in Fig. 1.
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Fig. 1. Changes of cytochrome oxidase activity in the brain of developing rat
following Ronnel intoxication of pregnant females. Results are shown as mean +
S.E.M. for 6 animals. * — statistically significant at p < 0,05.

Ryc. 1. Zmiany aktywnos$ci oksydazy cytochromowej w moézgu szczura w o za-

leznosci od wieku po zatruciu cigzarnych samic Ronnelem. Wyniki przedstawiono

jako $rednie arytmetyczne * sSrednie odchylenie od $redniej wynikéw dla 6 szczu-
réw.* — znamienno$¢ statystyczna p < 0,05.

The lowest cytochrome oxidase activity in the mitochondrial fraction
of the brain was noted on the 1st day of life. Thereafter the activity
increased gradually reaching 300% of the initial value on the 16th
day. Between day 42 and 56 the cytochrome oxidase activity was
identical with that observed previously in adult rat brain (Sitkiewicz.
Zalewska, 1975, a, b). In the period of the rapid increase of enzyme
activity (between 1 and 12 day of life) the influence of intoxication
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of pregnant females with Ronnel was pronounced. In the brain mito-
chondrial fraction of the progeny of the females receiving the pesti-
cide in 2 or 10 per cent LDs, doses a depression of the cytochrome
oxidase activity was observed. Statistical analysis demonstrated that
the differences were significant only in the case of the progeny of
females intoxicated with a 10 per cent LDs, dose. In the further sta-
ges of development the cytochrome oxidase activity was similar to
that in the controls.
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Fig. 2. Succinate dehydrogenase activity in the brain of developing rat follo-
wing Ronnel intoxication of pregnant females. Results are shown as mean &
S.E.M. for 6 animals. * — statistically significant at p < 0,05.

Ryc. 2. Aktywnosé dehydrogenazy bursztynianowej w rozwijajacym sie mozgu

szczura po zatruciu cigzarnych samic Ronnelem. Wyniki przedstawiono jako $red-

nie arytmetyczne + $rednie odchylenie od $redniej wynikéw dla 6 szczurow.
* — znamienno$é¢ statystyczna p < 0,05.

Fig. 2. shows the changes in the succinate dehydrogenase activity
in the rat brain after poisoning of pregnant females in relation to
the age of the progeny. The lowest succinate dehydrogenase activity
was noted on the 1st day of life. During further development a di-
stinct rise of the activity occurred, reaching on the 56th day values
close to those observed in the brains of mature rats (Sitkiewicz, Za-
lewska, 1975a, b). A marked influence of intoxication of the pregnant
mothers with Ronnel was noted in the period of the rapid increase
of the dehydrogenase activity (between day 1 and 12). In the brain
mitochondrial fraction from the progeny of females poisoned with
Ronnel in a 10 per cent LD;, dose a statistically significant de-
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pression of succinate dehydrogenase activity in about 35 per cent of
animals was observed. At later periods of development (between day
16 and 56) this activity reached a level close to the control one.

DISCUSSION

The intoxication model used in the present study consisted in poi-
soning a pregnant female for the last 7 days of pregnancy. This
period was chosen in order to avoid the period of fetus formation
and the teratogenic period. Moreover, the last seven days of pre-
gnancy are in rats the time of first steps in brain formation. In this
period the nerve cells spread and differentiate (Rappoport et al,
1971). Thus, the eventual action of the pesticide in this stage may
influence the course of further postnatal development which has been
the object of investigation. The period chosen for the experiments
comprised the full functional, structural and metabolic development
of the brain (Rappoport et al., 1971).

The results obtained indicate that poisoning of mothers with Ron-
nel in a dose of 10 per cent LDj;, causes in the period of the first
12 days of postnatal life a significant depression of cytochrome oxi-
dase and succinate dehydrogenase activity in the mitochondria. Since
in the subsequent period of 32, 42 and 56 days the enzyme activity
in the progeny of the intoxicated mothers did not differ from that
in the control animals, it may be concluded that the observed effect
is connected with a retardation of development.

Full development of mitochondrial enzymes activity in the rat brain
occurs around the 20th day of life (Seiler, 1969). In the same pericd
the mitochondria are fully efficient in the respiratory chain, and
do not undergo further significant changes (Land et al., 1976). The
enhanced activity of enzymes of the respiratory chain during deve-
lopment may be associated, on the one hand with synthesis of enzy-
mes protein and on the other, with their integration into the inner
mitochondrial membrane. The activity of membrane enzymes inclu-
ding mitochondrial oxidoreductases is dependent on or regulated by
phospholipids (Fleischer, Klonwen, 1961). This fact suggests that the
observed depression of cytochrome oxidase and succinate dehydroge-
nase activity is linked with disturbances in phospholipid synthesis,
this possibly causing a slower functional development of mitochondrial
membranes. This supposition seems to be supported by the results of
Kielducka and Sitkiewicz (1977) and those of Antunes-Madeira and
Madeira (1979) which demonstrated an interaction between phospho-
lipid and organophosphorus compounds. It seems, therefore, that the
effects observed in the progeny are not a consequence of the direct

http://rcin.org.pl



224 Z. Zalewska Nr 2

action of the pesticide. This was confirmed by the fact that all the
compounds tested so far, in spite of wide differences in their che-
mical structure — Dichlorvos, Trichlorphon and Ronnel — give very
similar effect in respect to the mitochondrial enzymes in the brain
of the progeny. This confirms the supposition of a retarded deve-
lopment of the central nervous system. Investigations of other au-
thors suggest a different mechanism of organothiophosphorus compo-
und action than that of organophosphorus derivatives on various me-
tabolic processes in the brain of adult and developing rats (Biczowa
et al., 1976; Zalewska et al., 1977a; Sulinski, Bicz 1979). The depressor
effect on cytochrome oxidase and succinate dehydrogenase activity
in mitochondria of the rat brain during individual development as
the result of poisoning of pregnant females with Ronnel is similar to
that noted after intoxication with Dichlorvos and Trichlorphon (Za-
lewska et al., 1977b; Sulinski et al., 1979). The identical effects of
various organophosphorus insecticides confirms this suggestion.

The author wishes to thank Professor W. Bicz, Head of the Department of
Drug Metabolism, for his advice and guidance during the present studies.

Z. Zalewska

WPLYW ZATRUCIA CIEZARNYCH SZCZURZYC RONNELEM
NA AKTYWNOSC OKSYDOREDUKTAZ W MITOCHONDRIACH
MOZGU POTOMSTWA

Streszczenie

Badano aktywno$¢ oksydazy cytochromowej i dehydrogenazy bursztynianowej
w mozgach potomstwa po zatruciu ciezarnych samic Fenchlorfosem (Ronnel). In-
sektycyd podawano per os w dawkach 2% lub 10°% LDs, podczas ostatnich 7 dni
cigzy. Aktywnos$¢ enzymoéw oznaczano we frakcjach mitochondrialnych w 1, 4,
8, 12, 16, 32 i 56 dniu zycia.

W grupie kontrolnej podczas pierwszych szesnastu dni zycia stwierdzono
przyrost aktywmnosci oksydazy cytochromowej i dehydrogenazy bursztynianowej.
W okresie szybkiego wzrostu aktywnosci enzyméw w mozgach potomstwa samic
zatruwanych fenchlorfosem w dawce 10% LDs, obserwowano wyraznie obnizo-
ng aktywnosé obu oksydoreduktaz mitochondrialnych.

3. 3aneBcka

BIMAHME OTPABJEHUSA BEPEMEHHBIX KPBHIC POHHEJIOM
HA AKTUBHOCTB OKCUIOPEJIYKTA3
B MUTOXOHJIPUAX MOSITA ITOTOMCTBA

Peszome

UccnenoBasach aKTMBHOCTL ILIMTOXPOMOBOJ OKCMAA3bl M CYKLUMHAErMJpOoresHashbl
B MO3rax IIOTOMCTBa IOcJje oTpaBiienusa GepeMeHHbIX camek Penxiyopdocom (Pouzen).
WUncekTuuma nopasasica per os B po3ax 2% wuam 10% LDs;, BO BpeMs MOCIEIHAX
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7 nuenn GepeMeHHOCTHM. AKTMUBHOCTH 9SH3MMOB OIpejeNfajlaCh B MMUTOXOHAPMAJIbHbBIX
dpakuuax Ha 1, 4, 8, 12, 16, 32 1 56 mguel XKU3IHNU.

B KOHTDPOJIbHOM Trpynne, BO BpeMA IepBbIXx 16 aueit Xu3um ob6HaApyXKuBaeTcHA
npupaliesue AaKTUBHOCTM LMTOXPOMOBOM OKCMAa3bl M CyKUMHJAeruaporenasbl. Bo
BpeMsa ObICTPOrO poOCTa AKTMBHOCTM 3H3MMOB B MO3rax IIOTOMCTBa CaMeK, OTpaBJIM-
BaeMbix Penxyopdocom B mo3e 10% LD;, obHapykuBajach OTYETIMBO CHUIKEHHAA
aKTUBHOCTb 00€MX MUTOXOHAPMAJbHBIX OKCHJAOPEAYKTas.
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KRWIAK PODTWARDOWKOWY A ZMIANY KRWOTOCZNE
O TYPIE PACHYMENINGOSIS HAEMORRHAGICA INTERNA

Pracownia Neuropatologii Kliniki Neurologii Instytutu Chorob
Uktadu Nerwowego i Narzadow Zmystow PAM, Szczecin
Kierownik Pracowni: doc. dr J. Kulczycki

Do dnia dzisiejszego nie ma zgodnos$ci pogladow na patogeneze
krwiaka podtwardowkowego. Poczatek dyskusji na temat zmian krwoe-
tocznych w oponie twardej dal Virchow (1857). Przedstawil on przy-
padek cechujgcy sie rozplemem drobnych naczyn w wewnetrznej
blaszce twardowki, licznymi krwinkotokami woko6t tych naczyn oraz
naciekami zapalnymi. Stad przypuszczenie, ze u podloza niektorych
krwiakow mogg leze¢ nieurazowe zmiany w oponie twardej. Wedlug
tego autora istote procesu stanowi zapalenie wewnetrznej blaszki opo-
ny z wtéornymi zmianami naczyniowymi. Stan ten nazwal on pachy-
meningitis haemorrhagica interna (phi). Okreslenie to wprowadzito
sporo zamieszania do pogladow na temat patogenezy wynaczynien
krwi do przestrzeni podtwardéwkowej. Nasunelo sie bowiem pytanie,
czy pachymeningitis haemorrhagica interna jest osobng jednostka no-
zologiczng o cechach Kklinicznych krwiaka podtwardowkowego, czy
zmiang pierwotng w oponie twardej odpowiedzialng za powstanie
krwiaka, czy moze wreszcie nie ma zadnej roznicy miedzy pachyme-
ningitis haemorrhagica interna, a krwiakiem podtwardowkowym. Na
przelomie naszego stulecia niektorzy autorzy opowiadali sie za kon-
cepcja zmian krwotocznych w oponie twardej, jednak w przeciwien-
stwie do Virchowa, nie o cechach zapalnych, lecz zwyrodnieniowych
z wtornym odczynem komorkowym (Kremiansky 1868; Jores 1898;
Jores, Laurent 1901). Proces ten nazwali pachymeningosis haemorrha-
gica interna.

Trotter (1914) przeciwstawil sie pogladom o pierwotnych zmianach
krwotocznych w twardowce, twierdzac, ze krwawienie zalezy wylacz-
nie od urazu, a wystepujace zmiany krwotoczne i zapalne sa wyni-
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kiem organizacji krwiaka. Byli jednak i tacy autorzy, ktérzy wskazy-
wali na mozliwos¢ wspoélistnienia pierwotnych zmian krwotocznych
w oponie twardej z urazem, ktéory mial by¢ decydujacym czynnikiem
wyzwalajgcym krwawienie do przestrzeni podtwardowkowej (Link
1959; Wolf 1962). Link w kilku pracach odrzucil mozliwo$¢ powsta-
nia krwiakéw pod opong calkowicie zdrowa. Zrédlem krwiakéw bez
urazu w wywiadzie lub z urazem niewielkim mialy by¢ pierwotne
zmiany w oponie twardej (Link 1958, 1959, 1960). Autor ten byl zda-
nia, ze takie wlasnie stany mogg odpowiada¢ pojeciu pachymeningo-
sis haemorrhagica interna. Niektorzy autorzy sa sklonni w dalszym
ciggu przypisywa¢ zmianom krwotocznym w oponie twardej duze zna-
czenie w powstawaniu wynaczynien krwi do przestrzeni podtwardow-
kowej, szczegélnie w tych przypadkach, gdy wuraz jest niepewny
(Christensen 1944; Christensen, Husby 1963; Krempien 1976). W ta-
kich przypadkach powstanie pachymeningosis haemorrhagica interna
moze by¢ zwigzane z szeregiem schorzen ogoélnoustrojowych, zwlasz-
cza metabolicznych: cukrzycy, chorob nerek, watroby oraz z alkoholiz-
mem i podesztym wiekiem (Wolf 1962; Falkiewiczowa 1966; Peters
1970; Friede 1971; Lindenberg 1971; Lobkowa, Gabibow 1974). Nie bez
znaczenia ma tez by¢ leczenie $rodkami przeciwkrzepliwymi (Falkie-
wiczowa 1966).

Autorzy anglosascy decydujgca role w powstawaniu krwiakéw pod-
twardowkowych przypisuja urazom, nawet jesli sg one negowane
w wywiadzie (Putnam, Cushing 1925; Putnam 1927; Elvidge, Jackson
1949; Hoff, Gauger 1975). Nie przywigzujg oni wiekszej wagi do zmian
krwotocznych w oponie. Sa zwolennikami teorii uszkodzenia tzw. zyt
mostkowych, przebiegajacych miedzy twardéwka, a powierzchnig moz-
gu, zwlaszcza w poblizu zatoki strzalkowej gérnej (Jamieson, Yelland
1972). Do chwili obecnej nie zdolano ustali¢ ostatecznie zalezno$ci mie-
dzy opisanym typem zmian w oponie twardej, a krwiakiem podtwar-
dowkowym. Che¢ wnikniecia w istote pachymeningosis haemorrhagica
interna oraz ustalenia powigzania miedzy zmianami tego typu a krwia-
kiem podtwardowkowym stala sie motywem do podjecia niniejszej

pracy.
MATERIAL 1 METODY

Pierwszg cze$¢ materialu stanowilo 35 opon twardych, pobranych
podczas sekcji zwlok w Zakladzie Anatomii Patologicznej PAM od
osobnikéw obojga plci i w réznym wieku, u ktéorych za zycia rozpo-
znawano stany uwazane za patogenne dla pachymeningosis haemoir-
hagica interna. Osobnikow plci meskiej bylo 16, zenskiej 19. Przy-
padki podzielono wedlug rodzaju schorzenia na nastepujace grupy:
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choroby watroby — 6 przypadkéw, choroby nerek — 4, cukrzyca —

— 5, alkoholizm — 4, choroby krwi z rozpoznang skaza krwotoczna
lub choroby, w przebiegu ktérych stosowano leki prowadzace do ska-
zy krwotocznej — 6; 10 opon twardych pobrano od osob, ktére zmariy

w wieku 82—96 lat. Grupe kontrolng stanowilo 10 opon twardych po-
branych ze zwlok o0s6b obojga plei i w réznym wieku (18—
—56 lat), ktore zmarly z powodu innych choréb, niz wymienione wy-
zej stany uwazane za patogenne dla pachymeningosis haemorrhagica
interna.

Drugg cze$¢ materialu stanowily opony twarde z 9 przypadkow
krwiakow podtwardowkowych pobrane od oséb pleci meskiej w wieku
9—67 lat.

Material po ocenie makroskopowej utrwalano w 8% roztworze for-
maliny, a nastepnie wycinki opon twardych, badz opon z przyleglym
krwiakiem zatapiano w parafinie, skrawano na mikrotomie i barwiono
hematoksyling-eozyna, fioletem krezylu i metodami van Gieson i Wei-
gerta. W celu dokladniejszej oceny grubosci opon wykonywano 5 po-
miaréw i wyliczano S$rednig arytmetyczng. Gdy bylo to mozliwe, w
podobny sposéb mierzono blaszki opon.

WYNIKI

Ocena morfologiczna opon twardych w 35 przypadkach
choréb lub stanéw uwazanych za patogenne dla pachymeningosis
haemorrahagica interna

Makroskopowo opony nie wykazywaly zmian.

Ocena mikroskopowa. Podzial opony na blaszke zewnetrz-
ng i wewnetrzng mozna bylo dos¢ dobrze przesledzi¢, poza kilkoma
przypadkami z grupy opon starczych. W1Iokna Igcznotkankowe
w blaszce zewnetrznej utkane byly dos¢ luzno, w wewnetrznej na-
tomiast, nie liczgc kilku opon pochodzacych od osob starych, przebie-
galy gesto i bardziej rownolegle.

Duze naczynia tetnicze i zylne spotykano jedynie w utkaniu blasz-
ki zewnetrznej, badz miedzy blaszkami. Osiggaly one S$rednice do
150 um. Ich $ciany nie wykazywatly istotnych odchylen od stanu pra-
widlowego; $ciany niektorych naczyn osiagaty grubos$¢ do 50 wm. Drob-
ne naczynia spotykano w utkaniu obu blaszek, czesciej w glebszych
okolicach blaszki wewnetrznej. Zwykle mialy s$rednice do 30—40 wm.

Glownymi elementami komoérkowymi opony byly fibrocyty, fibro-
blasty i komorki limfoidalne. Dwa ostatnie typy komoérek wystepowa-
ly rzadziej, glownie w poblizu naczyn i miejscami w okolicach we-
wnetrznej powierzchni twardowki.

http://rcin.org.pl



P. Nowacki Nr 2

L 4

Ryc. 1. Drobne, dobrze odgraniczone ognisko krwotoczne przylegajace do nie-
zmienionej powierzchni opony twardej. Od obwodu rozpoczyna sie organizacja
wynaczynienia. Barwienie H-E. Pow. 63 X.

Fig. 1. Small, well defined hemorrhagic focus adjacent to unchanged dura ma-
ter surface. The development of the hemorrhagic focus organisation starts on

its border.
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Grubos$¢ opony wynosita od 450—500 wm. W 2 przypadkach chorob
nerek i cukrzycy dochodzita do 600—800 wm. Grubo$¢ obu blaszek
byla mniej wiecej jednakowa, a stosunek grubosci blaszki zewnetrz-
nej do wewnetrznej wynosit 1:1.

Zmiany krwotoczne na wewnetrznej powierzchni opony twardej by-
ly jedynym istotnym odchyleniem od stanu prawidlowego, nie wyste-
powaly jednak w samej twardowce. Mialy charakter drobnych, zwyk-
le rozsianych, plaskich ognisk krwotocznych, barwy ciemnobrunatnej,
dobrze odgraniczonych od otoczenia. Znaleziono je tylko w 2 grupach
(podeszty wiek i choroby nerek). Skladaly sie ze Swiezych erytrocy-
tow, w kilku przypadkach podlegaly poczgtkowej organizacji. Blaszka
wewnetrzna ponad ogniskami krwotocznymi nie wykazywala odchy-
len od stanu prawidlowego (ryc. 1).

Badanie morfologiczne opon twardych w 9 przypadkach
krwiakow podtwardowkowych

Ocena makroskopowa. Zewnetrzna powierzchnia opony
twardej w badaniu makroskopowym nie wykazywala istotnych odchy-
len od stanu prawidlowego. Tylko w jednym przypadku w utkaniu
bardzo pogrubiatej twardowki obserwowano duze ognisko krwotocz-
ne w ksztalcie dysku o szerokosci ok. 2 ecm (ryc. 2). W pozostatych
8 przypadkach zlogi krwi przylegaly do wewnetrznej powierzchni
opony twardej. Ilos¢ krwi w przestrzeni podtwardowkowej wahala sig
w szerokich granicach: od cienkiej, kilkumilimetrowej warstewki do
masywnego krwiaka o grubosci do 5 ecm (ryc. 3). W jednym przypad-
ku nad potkulg przeciwng do wynaczynienia, w okolicy ciemieniowo-
-skroniowej obserwowano kilka matych ciemnobrunatnych, dobrze od-
graniczonych, cienkich ognisk krwotocznych. Najwieksza grubosc¢
osiggaly wynaczynienia w okolicy skroniowo-ciemieniowej. Swieze,

Ryc. 2. Wrzecionowate wynaczynienie miedzy pogrubialymi blaszkami opony
twardej.

Fig. 2. Fusiform extravasation between thickened laminae of dura mater.

Ryc. 3. Przekroje czolowe przez otorbione zlogi krwi przylegajace do opony
twardej, osiagajace grubo$¢ do 5 cm.
Fig. 3. Frontal sections through encysted blood deposits adjacent to dura mater,
5 cm of thickness.

Ryc. 4. Blonka otaczajaca wynaczyniong pod twardowke krew (masy krwotoczne
usuniete dla przejrzystosci obrazu). Przylega ona do wewnetrznej powierzchni
twardéwki. Po odpreparowaniu blonki od opony widoczna niezmieniona powierz-
chnia wewnetrzna twardowki (fragment w prostokacie). W koétku widoczna oko-
lica podzialu blonki na blaszke wewnetrzng i zewnetrzng.
Fig. 4. Membrane surrounding extravasation under dura mater (mass of blood
removed to clear the picture). The membrane adhers to internal surface of dura
mater. Unchanged internal surface of dura mater (the fragment in rectangle)
visible after membrane removal.
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nieotorbione zlogi krwi latwo mozna bylo usuna¢ z powierzchni opo-
ny, ktora nad nimi nie wykazywala istotnych odchylen od normy.
Rowniez bardzo luzno przylegaly do opony wielowarstwowe masy
krwotoczne. Skladaly sie one z wielu nieotorbionych blaszek skrzepu,
lezacych luzno jedna na drugiej. W pozostalych przypadkach, poza
ogniskiem krwotocznym w oponie twardej, wynaczynienia otoczone
byly mniej lub bardziej wyrazng torebka lacznotkankowa (ryc. 4).
Stanowila jg cienka blonka, barwy szarobialawej, niekiedy z licznymi,
drobnymi, ciemnobrunatnymi ogniskami krwotocznymi. Osiggaly one
grubos¢ 1—2 mm.

Ocena mikroskopowa. We wszystkich przypadkach podzial
opony twardej na blaszke zewnetrzng i wewnetrzng mozna bylo latwo
przesledzi¢c. Wlokna lgcznotkankowe ulozone byly bardziej lub mniej
regularnie, glownie w peczkach réznej grubosci, gesciej w blaszce
wewnetrznej. Duze naczynia tetnicze i zylne lezaly w utkaniu blasz-
ki zewnetrznej. Przekraczaly zwykle s$rednice 150 wm. Czg$¢ naczyn
uwypuklala sie ponad zewnetrzng powierzchnie opony. Drobne tet-
niczki i zylki spotykano zwykle w utkaniu blaszki wewnetrznej.

Elementy komorkowe stanowily glownie fibrocyty, fibroblasty i ko-
morki limfoidalne. Spotykano je w utkaniu obu blaszek, lecz czgsciej
wystepowaly, podobnie jak drobne naczynia, w poblizu wewnetrznej
powierzchni opony.

Grubos$¢ twardowki wynosila zwykle 450—550 wm, a poszczeg6lnych
blaszek okoto 250—300 pm. Stosunek grubosci blaszek wynosit 1:1.

Stosunek mas krwotocznych do wewnetrznej powierzchni opony
twardej w poszczegolnych przypadkach byl niejednakowy. Ztogi krwi-
nek czerwonych w $wiezych krwiakach przylegaly bezposrednio do
opony, z ktorej wnikaly w nie miejscami drobne pasma wilokien lacz-
notkankowych. Wzdluz widkien lezaly pojedyncze fibroblasty i ko-
morki limfoidalne. W 2 przypadkach wnikaly w masy krwi liczne,
grube pasma wilokien lgcznotkankowych, fibroblastow, komoérek limfoi-
dalnych i s$rodblonkéw, tworzgc miejscami utkanie przypominajgce
swiezg torebke krwiaka podtwardowkowego. W przypadku wielowarst-
wowego wynaczynienia blaszki utworzone byly z erytrocytéow o jedna-
kowym wygladzie, miedzy ktéorymi obserwowano liczne ziarna hemo-
syderyny. Ognisko krwotoczne oddzielone bylo od opony dos¢ wy-
razng blong lgcznotkankowg z duzg iloscig naczyn zatokowatych, bo-
gata w fibroblasty i komorki limfoidalne. W blonie znajdowaly sie
liczne, rozlegle ogniska krwotoczne w stadium wczesnej rozbiérki ma-
krofagowej (ryc. 5).

W przypadku, gdy blona byla wyraznie wyksztalcona, skladala sie
z duzej ilosci komorek, glownie fibroblastow, komorek limfoidalnych

http://rcin.org.pl



Nr 2 Krwiak podtwardowkowy 233

i makrofagow. Fibroblasty przewazaly w jej czeSci zewnetrznej. Na-
czynia mialy charakter zatokowatych i rozrzucone byly w utkaniu ca-
tej blony (ryc. 6). Grubos¢ blony wynosila okolo 350 wm.

We wszystkich przypadkach opisane wyzej blony mialy utkanie
typowej torebki krwiaka podtwardowkowego. W wielu przypadkach
przylegaly one $cisle do wewnetrznej powierzchni opony twardej,
co sprawialo wrazenie, jakby do zmian charakterystycznych dla blon
dochodzilo w samej twardowce. Decydujgce znaczenie dla réznicowa-
nia miedzy blong, a opong twarda miata ocena widkien lgcznotkanko-
wych, ktére w twardowce byly o wiele grubsze, gesciej i rownomier-
nie ulozone (ryc. 5, 5a, 6, 6a). Blaszke wewnetrzng opony, zwrocong
w strone pajeczynowki, obserwowano w 3 przypadkach. Byla ona bar-
dzo delikatna, skladala sie z pojedynczych widkien lgcznotkankowych,
malej ilosci komoérek i byla prawie calkowicie pozbawiona naczyn.

W badaniu mikroskopowym wynaczynienia s$rédtwardowkowego
stwierdzono, ze jego zawartos¢ stanowily masy erytrocytéw, miedzy
ktorymi wystepowatly liczne ziarna hemosyderyny, zwlaszcza w pobli-
Zu granicy z opong.

DYSKUSJA

Dla jasniejszego przedstawienia zagadnienia prace podzielono na dwa
etapy, poddajac ocenie: opony twarde, w ktérych mozna bylo spo-
dziewac¢ sie zmian krwotocznych i opony twarde z przylegltymi do ich
wewnetrznej powierzchni krwiakami.

W pierwszej czesci pracy probowano odpowiedzie¢ na pytanie, czy
czynniki uwazane za patogenne dla pachymeningosis haemorrhagica
interna rzeczywiscie wywoluja w oponie twardej zmiany krwotoczne.
W przebadanym materiale nie stwierdzono takich zmian. Co prawda
w niektorych przypadkach w utkaniu wewnetrznej blaszki twardowki
spotykano wiekszg ilo$¢ naczyn o wiekszej Srednicy, nie bylo jednak
w ich sgsiedztwie zmian patologicznych.

Na uwage zastugujg obserwowane w niektérych przypadkach drobne
ogniska krwotoczne, przylegajace do wewnetrznej powierzchni opony
twardej. Taka ich lokalizacja moglaby $wiadczy¢ o uszkodzeniu na-
czyn mostkowych w przestrzeni podtwardéwkowej. Nie bez znaczenia
wydaje sie fakt, ze spotykano te ogniska jedynie u oséb zmartych
w podeszlym wieku lub z objawami skazy krwotocznej. Istnieje po-
glad, ze starczy zanik modzgu prowadzi do napinania sie drobnych
naczyn w poszerzonej przestrzeni podtwardowkowej, woéwczas nawet
drobny, trudny do ustalenia uraz glowy moze spowodowa¢ pekniecie
tych naczyn. Podobne urazy moglyby uszkodzi¢ naczynia w przypad-
kach choréb przebiegajgcych ze skaza krwotoczng. Potwierdzaja te
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Ryc. 5a. Opona twarda (OT) i przylegajagca do niej gruba blona tacznotkankowa

(B). W utkaniu blony ogniska krwotoczne w stadium organizacji (OK) poprze-

dzielane utkaniem typowym dla torebki krwiaka (T) z licznymi naczyniami za-

tokowatymi. Granica miedzy opona a blong zatarta (strzalka). W dolnej czesci
ryciny masy krwotoczne (MK). H-E. Pow. 63 X.
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obserwacje niektorzy autorzy, opisujacy nieurazowe krwiaki u osob
z chorobami krwi, leczonych $rodkami przeciwkrzepliwymi (Silver-
stein 1960; Wienner, Nathanson 1962; Tallala, Marin 1971).

W wymienionych we wstepie schorzeniach, uwazanych za patogen-
ne dla pachymeningosis haemorrhagica interna, nie stwierdzono zmian
krwotocznych w oponie twardej w zadnym z przebadanych przypad-
kow. Wystepowanie kilku drobnych ognisk wynaczynienia na we-
wnetrznej powierzchni twardowki nie odpowiadalo pojeciu pachyme-
ningosis haemorrhagica interna, a S$wiadezylo jedynie o lokalnym
uszkodzeniu moézgowych naczyn zylnych zdazajacych do lakun twar-
dowkowych.

W drugim etapie badan podjeto probe ustalenia stosunkow topo-
graficznych, panujacych miedzy twardowka, a zawartym pod nig
krwiakiem. Badania te mozna bylo przeprowadzi¢ jedynie w przy-
padkach sekcyjnych. Dwa z nich nasuwaly obducentowi rozpoznanie
pachymeningosis haemorrhagica interna, pozostale krwiaka podtwar-
dowkowego. Badajac zawartos¢ mas krwotocznych, stwierdzono, ze w
czesci z nich, miedzy niezmieniong opong, a masami krwotocznymi
znajduje sie pasmo lacznotkankowe w postaci cienkiej blonki o bru-
natnym zabarwieniu. Takie blonki mialyby by¢ charakterystyczne dla

Fig. 5a. Dura mater (OT) and adjacent thick connective tissue membrane (B).

Hemorrhagic foci in the stage of organisation (OK) separated by the tissue cha-

racteristic for the hematoma’s capsula (T) with abundant sinusoides in the mem-

brane’s structure. The border between dura mater and the membrane oblitera-

ted (arrow). In the bottom part of the picture hemorrhagic mass (MK). H-E.
X 63.

Ryec. 5b. Ten sam preparat co na rycinie 5a barwiony na wiékna lgcznotkankowe.
Widoczna wyrazna granica miedzy grubowloknista opong twarda (OT) a blong
lacznotkankowg (B-strzaika). Van Gieson. Pow. 63 X.

Fig. 5b. The section as above (Fig. 5a) stained for connective tissue fibers.
Demarcated limit between thick fibers of dura mater (OT) and connective tis-
sue membrane (B-arrow). Van Gieson. X 63.

Ryc. 6a. Blona lacznotkankowa o budowie typowej torebki krwiaka z licznymi
naczyniami zatokowatymi, przylegajaca s$ciSle do opony twardej. Nieostra gra-
nica miedzy blong a twardéwka daje zludzenie, jakby blona stanowila integralna
cze$¢é opony. Fiolet krezylu. Pow. 63 X.
Fig. 6a. Connective tissue membrane with typical structure of hematoma’s cap-
sula with numerous sinusoides adhering closely to dura mater. Unsharp bor-
der between membrane and dura mater creates an appearance that the membra-
ne constitutes an integral part of dura mater. Cresyl violet. X 63.

Ryc. 6b. Ten sam preparat co na ryc. 6a. Wybarwienie wlokien lgcznotkanko-
wych pozwala dokladnie przesledzi¢é granice miedzy opona a blona o cienkich,
delikatnych wilbékienkach. Van Gieson. Pow. 63 X.

Fig. 6b. The section as above (Fig. 6a). Staining of connective tissue fibers allows
to trace the border between dura mater and thin, delicate fibrills of the mem-
brane. Van Gieson. X 63.
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pachymeningosis haemorrhagica interna (Link 1959; Kowalczykowa
1968). Badajac strukture blonek stwierdzono, ze chociaz posiadajg one
w swym utkaniu elementy charakterystyczne dla pachymeningosis
haemorrhagica interna, o ktéorych wspomniano we wstepie, w rzeczy-
wistosci majg budowe typowej torebki krwiaka podtwardéwkowego.
Przylegaja $ci$le do wewnetrznej powierzchni opony twardej, co mo-
ze sprawia¢ wrazenie, ze stanowig integralng jej czes¢, a zmiany to-
cza sie wewngtrz twardowki. Nigdy jednak nie spotykano blonek w
przestrzeni podtwardowkowej, jesli w tej okolicy nie bylo wynaczy-
nionej krwi. Po ich oddzieleniu od twardowki, ta ostatnia pozosta-
wala zawsze niezmieniona.

Na podstawie powyzszych spostrzezen mozna przyja¢, ze blaszki pod
opong twardg sg torebkg krwiaka podtwardowkowego, powstalg przy
udziale twardowki w trakcie jego organizacji. W tym S$Swietle zmiany
morfologiczne, okreslane przez wielu autorow jako zwyrodnienie
krwotoczne opony twardej stanowig torebke krwiaka przylegajaca do
wewnetrznej powierzchni opony i luzno z nig zwigzang.

W niniejszej pracy nie stwierdzono istnienia zmian krwotocznych
w oponie twardej o typie pachymeningosis haemorrhagica interna.

WNIOSKI

1. W przebadanym materiale schorzenia uwazane za patogenne dla
pachymeningosis haemorrhagica interna nie wywolaly wyraznych
zmian krwotocznych w oponie twardej.

2. W przypadkach krwiakéw podtwardéwkowych nie wykazano ist-
nienia w oponie twardej zmian krwotocznych o charakterze pachy-
meningosis haemorrhagica interna. Nalezy przypuszczac¢, ze zjawiska
zachodzgce na wewnetrznej powierzchni opony twardej sa przejawem
organizacji krwiaka.

II. HoBauku

CYBCKJIEPHAA TEMATOMA M TEMOPPATMYECKUE U3MEHEHUS TUIIA
PACHYMENINGOSIS HAEMORRHAGICA INTERNA

Pe3zmoMme

Henbo paborel Obla OLlEeHKA BIMAHMSA Ha TBEPAYI0 MO3rOByI 000JIOYKYy (hakTo-
POB, KOTOpPbIe CUMTAIOTCA TIATOTEHHBIMM AJas pachymeningosis haemorrhagica interna
(phi), a TakKe ompejejeHMue TONOrpacOuIeCKUX COOTHOLUIEHMIT, KaKue MMEIT MeCTO
MeXJy TBEpPAOi MO3TOBO¥M OO0JOYKOM M NIPUJIEramlMMMU K €e BHYTPEHHEM I10BepX-
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HOCTM remaromMaMy. McciaenoBainu 35 TBepPAbIX MO3TOBbIX 000JI0YE€K, MNOJyYE€HHBIX
BO BpeMs ceKlumym ocobert, y KOTOPbIX BO BpeMsA XM3HM ObLI yCTAaHOBJIEH [AMArHos
xapakTepHbli ais phi, a TakKe TBepAble MO3roBble 00004kM 9 cybOckiepHBIX
remMaToM, II0JIy4YEeHHBIX II0Cje BCKPBITMA. VcieoBaHMA CBOAMIMUCH K TI'MCTONATOJIOTM-
JecKOM OlleHKe Marepualia OKpalllMBaeMOro IeMaTOKCMJIMHOM-303MHOM, KpPEe3UJIBUO-
nerom u Merozamu Bau I'm3ona u Berrepra.

B pesyJabraTe IPOBEAEHHLIX MCCIENOBAHMI MOXKHO CAeJlaTh CJeAyloliue 3aKJlio-
yeuusa: 1) 3aboseBanus, KOTOpPble CUMTAIOTCS ITATOTEHHBIMM AAA phi B mcciaenoBaH-
HOM MaTepuajie He BbI3bIBAJM TeMOpparuyecKMx M3MEHEHMII B TBEPJAO0! MO3roJIoi
obosouke. 2) DxcrpaBa3zauus KPOBM B CyOCKJIEPO3HOE IPOCTPAHCTBO COOTBETCTBYET
NMOHATUIO CyOCKJIEPO3HOJ) TIeMaTOMbI, a M3MEHEHMA IIPOMCXOJfAIIMe Ha BHYTPEHHEM!
MOBEPXHOCTM CKJIePbl CBA3aHbI C IIpPOIjeCCaMM OpraHM3aluM 3TOM TeMaTOMBI.

P. Nowacki

SUBDURAL HEMATOMA AND HEMORRHAGIC CHANGES
OF THE PACHYMENINGOSIS HAEMORRHAGICA INTERNA TYPE

Summary

The aim of the study was to ascertain the influence of the factors assumed
to be pathogenic for pachymeningosis haemorrhagica interna (phi) on the dura
matter and to establish topographic relation existing between dura mater and
hematomas attached to its internal surface. The study was performed on 35
sectioned cases with intravitally diagnosed pathogenic states of phi and 9 cases
with subdural hematoma. The observations consisted of histological diagnosis
of the sectioned material stained by H-E., cresyl violet, van Gieson and Wei-
gert's methods.

As the results following remarks can be brought forward: 1) The diseases
ascertained as pathognomonic for phi do not play the important role in the
appearance of hemorrhagic changes in dura mater; 2) Extravasations to subdu-
ral space correspond to the concept of subdural hematoma and the changes
occurring on the internal surface of the dura mater are connected with the
process of hematoma organization.
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MILENA LAURE-KAMIONOWSKA

WPLYW GESTOZY NA MOZG PLODU

Pracownia Neuropatologii Rozwojowej Centrum Medycyny Doswiadczalnej
i Klinicznej PAN
Kierownik Pracowni: prof. dr M. Dambska

W okresie okoloporodowym moze zadziala¢ wiele czynnikow sta-
nowigcych zagrozenie dla plodu i noworodka. Choroby matki stwa-
rzajag niekorzystne dla plodu warunki rozwoju, wplywajace na zabu-
rzenie wymiany skladnikéw krwi matki i plodu bezposrednio po-
przez zmiane wilasciwosci krwi matki, badz posrednio, wywolujac
uszkodzenie lozyska. Badania neuropatologiczne sugerujg, ze uszko-
dzenie OUN, odgrywajace istotng role w =zlej adaptacji noworodka
do samodzielnego zycia wystepuje w przypadkach obcigzonych pato-
logiq cigzy (Nyka 1976). Zaobserwowano, ze noworodki pochodzgce
z cigz powiklanych chorobami matki maja opozniony wzrost we-
wnatrzmaciczny, a ponadto stwierdzano u nich czesciej niz w popu-
lacji ogélnej zespol mozgowego porazenia dzieciecego.

Badania statystyczne wykazaly zaleznos¢ miedzy czestoscia wyste-
powania powyzszych zmian, a jednym z czestszych powiklan cigzy,
jakim jest gestoza (Hagberg i wsp. 1976). U okolo 8% kobiet stwier-
dza sie w drugiej polowie cigzy zespél objawow chorobowych manife-
stujacy sie obrzekami, nadci$nieniem i biatkomoczem. Nazwa tego
zespolu — gestoza jest odpowiednikiem dawnych okreslen: zatrucie
cigzowe, toksemia (Michalkiewicz 1977). Zwrécono uwage, ze gestoza
nie tylko jest jednym z czynnikow prowadzgcych do hipotrofii, czyli
mniejszej wagi i wzrostu noworodka w stosunku do dilugosci trwania
zycia plodowego (Gruenwald 1963), ale wywiera wplyw na zwieksze-
nie umieralno$ci okoloporodowej (Rottger 1957) 1 stanowi jedng
z przyczyn wczesniactwa (Brown i wsp. 1946). Przy ocenie wplywu
gestozy na pldéd nie przeprowadzono dotad .dokladnych badan neuro-
patologicznych. Jedynie dawne obserwacje Brasha (1949) sugerujg
wzrost czestosci wystepowania krwotokéw domoézgowych oraz innych
uszkodzen bedgcych nastepstwem asfiksji. O uszkadzajgcym wplywie
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gestozy na mozg plodu mowiono jedynie, wymieniajac ja Igcznie
z innymi procesami chorobowymi, ktére mogg oddzialywa¢ w okresie
zycia wewnatrzmacicznego. Wynikalo to prawdopodobnie z tego, ze
kryteria rozpoznawcze zespolu zmian skladajgcych sie na obraz ge-
stozy nie byly S$cisle okreslone. Pod pojeciem zatrucia cigzowego wy-
stepowaly réznorodne obrazy kliniczne. Komitet do Spraw Gestoz,
ktory obradowal w Bazylei w 1972 roku, wprowadzil nowy podzial
gestoz i ujednolicit nazewnictwo, co umozliwilo dokladniejsze zbada-
nie wplywu tego powaznego i groznego dla plodu powiklania cigzy.
Za wykladniki gestozy przyjeto warto$¢ cisnienia skurczowego krwi
powyzej 140 mm Hg, rozkurczowego powyzej 90 mm Hg, wzrost
ci$nienia skurczowego w przebiegu cigzy o 30 mm Hg, badz rozkur-
czowego o 15 mm Hg, zawartos¢ biatka w moczu powyzej 0,5%o, oraz
uogélnione i wystepujace rano obrzeki. Do rozpoznania gestozy wy-
starczy silnie wyrazony jeden z objawow. Podzial gestoz wedlug wy-
mienionych wyzej objawow jest nastepujacy:

1) gestozy monosymptomatyczne — gdy wystepuje jeden z poniz-
szych objawow: obrzeki (edema) — gestoza E, bialkomocz (proteinu-
ria) — gestoza P, nadcisnienie (hypertensio) — gestoza H

2) gestozy polisymptomatyczne — gdy wystepuja dwa lub trzy
objawy: obrzeki i nadcisnienie — EH, obrzeki i biatkomocz — EP,
nadci$nienie — EPH

3) rzucawka (eclampsia convulsiva) — EC, gdy w przypadku gesto-

zy wystapia drgawki.

Celem niniejszej pracy jest analiza wplywu gestozy na rozwoj OUN,
przesledzenie topografii i struktury uszkodzen mézgu plodu, oraz usta-
lenie zaleznosci miedzy obserwowanymi zmianami morfologicznymi w
OUN, a obrazem klinicznym i zmianami w narzadach wewnetrznych.

MATERIAL I METODY

Opracowanie dotyczy 50 noworodkow zmartych w wieku 24—42 ty-
godni zycia plodowego, urodzonych przez kobiety, u ktérych podczas
cigzy wystgpita gestoza. Opracowywane przypadki wybrano sposrod
636 noworodkéw zmarlych w latach 1963—1978 w II Klinice Poloz-
nictwa 1 Ginekologii Instytutu Polozniczo-Ginekologicznego AM w
W-wie, ktorych mozgi objete byly badaniem neuropatologicznym w
Pracowni Neuropatologii Rozwojowej CMDiK PAN. Pod uwage brano
wszystkie gestozy, z wyjatkiem gestozy obrzekowej (E), ktérej nie
uwzgledniono, z powodu duzej subiektywnosci w ocenie objawu.

Stopien ciezkosci gestozy oceniano obliczajgc indeks gestozy wediug
tabeli 1 (Michatkiewicz 1977).
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Tabela 1. Obliczanie indeksu gestozy
Table 1. Calculation of gestosis index

Objawy Punkty
Symptoms Points
0 ' e 3
obrzeki brak podudzi  uogélnione =
edema none shin generalized
bialkomocz (°/,,) 0,5 0,5—2,0 2,0—5,0 5,0
proteinuria
ci$nienio tetnicze skurezowe (mmHg) 140 140—160 160—180 180
systolic blood pressure
cinienie tetnicze rozkurczows (mmHg) 90 90—106C 100—110 110

diastolic blood pressure

Indeks gestozy od 1 do 4 punktéw odpowiada lekkiej postaei, od 5 do 8 punktéw $rednio-ciez-
kiej, a powyzej 8 punktéw — ciezkiej gestozie.

Gestosis index of 1 to 4 points corresponds to the light form, of 5 to 8 — to mild-severe, and
above 8 points — to severe gostosis.

Do badan neuropatologicznych pobrano reprezentatywne skrawki
z potkul moézgu i mozdzku oraz przekroje przez pien moézgu na po-
ziomie srodmoézgowia, mostu i opuszki. Material zatapiany w parafi-
nie barwiono hematoksyling-eozyna, fioletem krezylu i metoda Kli-
ver-Barrera. Przeprowadzono rowniez badania mikroskopowe lozysk
i narzadow wewnetrznych. Przy ocenie rozwoju noworodka poddano
analizie wiek, obliczany na podstawie czasu trwania cigzy (wiek cia-
zowy), wiek oceniany w oparciu o ciezar i dlugos¢ noworodka oraz
na podstawie dojrzalosci histologicznej narzgdow wewnetrznych
i mozgu. Dlugos¢ noworodka odpowiadajaca okreslonemu wiekowi
rozwojowemu ustalono w oparciu o wyniki pracy Brandta (1949).
Waga urodzeniowa byla poréwnywana z krzywymi wzrostu wewnatrz-
macicznego opracowanymi przez Janczewska (1980) oraz podanymi
przez Larroche (1977). Dojrzatos¢ histologiczng pluc oceniano w opar-
ciu o wyniki pracy Naeye i Kelly (1966). Rozwdj moézgu ustalono
oceniajgc zasob macierzy przykomorowej, uzwojenie i rozwo6j uwar-
stwienia kory mozgu, uzwojenie i rozwoj uwarstwienia kory moézdzku,
stopien mielinizacji pnia i zwojow podstawy.

Przy ocenie mielinizacji drég pnia moézgu i zwojow podstawy wzigto
pod uwage wyniki badan Yakovleva i Lecours (1967) oraz Rorke
i Riggs (1972), przy ocenie uzwojenia i uwarstwienia kory mozgu ——
prace Larroche (1962), a dla mozdzku dane Friedego (1973). Gniazda
macierzy przykomorowej oceniano w oparciu o prace Larroche (1977).
Przy ocenie rozwoju moézgu noworodka, nie rozpatrywano -ciezaru
mozgu, ze wzgledu na nieporownywalnos¢ danych (niektére mozgi
byly wazone przed, inne po utrwaleniu, mozgi sekcjonowane przed
utrwaleniem nie byly wazone).
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WYNIKI

Zebrane przypadki przeanalizowano pod katem wplywu gestozy na
rozw6j mozgu na tle ogdlnego rozwoju noworodka. Wyodrebniono

nastepujgce grupy: grupa I — obejmuje noworodki hipotroficzne bez
op6znienia rozwoju mozgu; grupa II — noworodki hipotroficzne
z opoOznieniem dojrzewania moézgu; grupa III — noworodki eutroficz-

ne, wykazujace wybiorcze opo6znienie rozwoju moézgu; grupa IV —
noworodki o nadmiernej wadze urodzeniowej pochodzace z cigz po-
wiklanych poza gestozg réwniez cukrzycg matki; grupa V — obejmu-
je noworodki, u ktérych wiek cigzowy pokrywa sie¢ z wiekiem roz-
wojowym narzgdow.

Grupa I

W grupie noworodkéw hipotroficznych wiek rozwojowy obliczany
w oparciu o dojrzalo$¢ histologiczng mozgu, pluc i lozyska oraz wiek
cigzowy pokrywaly sie, podczas gdy waga i dlugo$s¢ noworodkow byly
mniejsze (ryc. 1).

Wiek obhcm% ;vg cigiaru noworocka

B Age calcuia born’s weight
W/ekoblraa
Age calcu/afeg ”g'%mmm
4or WIekrozm;{ rgmd EN kS y
C Developmehtalage of the brain ; E : s 5
W/ekrozwo 70 RS | B v
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Numer przypadku Case No.

Ryc. 1. Grupa I. Noworodki hipotroficzne. Wiek rozwojowy wedlug wybranych
parametrow.

Fig. 1. Group I. Hypotrophic newborns. Developmental age according to the
chosen parameters.

Objawy Kkliniczne gestozy w tej grupie byly rozne. Wystgpily gesto-
zy EH, H i P sredniego stopnia, gestozy EPH ciezkiego i $redniego
stopnia i rzucawka po 4-tygodniowym stopniowym narastaniu obja-
wow. Czas trwania gestozy byl w czesci przypadkow trudny do do-
kladnego okreslenia ze wzgledu na brak wiarygodnego wywiadu, ale
stwierdzono, ze nie byl krotszy niz 4 tygodnie. Objawy gestoz nara-
staly stopniowo. W kilku przypadkach wystgpily zmiany na dnie oka,
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na tle wysokich wartosci ci$nienia zaréwno skurczowego jak i roz-
kurczowego. Bialkomocz rowniez osiggngl wysokie wartosci, w moczu
obecne byly watleczki. W grupie tej zaznaczala si¢ przewaga nowo-
rodkéw donoszonych. Poréd odbywatl sie silami natury, tylko w przy-
padku rzucawki ciezarng rozwigzywano cieciem cesarskim. Dzieci ro-
dzity sie stabe, do zgonu dochodzilo w czasie porodu, lub w kilka
minut po porodzie. Ponad jedng dobe przezyly dwa noworodki. W ba-
daniach anatomopatologicznych w narzgdach wewnetrznych obserwo-
wano glownie zmiany o typie niedotlenieniowym, w dwoch.™ przy-
padkach zapalenie pluc. W lozyskach zmiany byly miernie nasilone,
dotyczyly glownie kosmkow.

W obrazie neuropatologicznym zmiany dotyczyly zaréwno struktur
szarych, jak i istoty bialej. Uszkodzenie struktur szarych bylo s$rednio
nasilone z przewaga zmian w korze. Najwyrazniejsze zmiany stwier-
dzono w korze hipokampa, w postaci rozsianych uszkodzen i ubytkow
neuronow. W jednym przypadku obserwowano karyorrhexis w obre-
bie kory amonalnej (ryc. 2). Galka blada i prazkowie byly nieznacz-
nie uszkodzone, podobnie jak wzgorze.

We wszystkich przypadkach stwierdzono, wyrazajace sie ubytkami,
uszkodzenia neuronéw w strukturach pnia moézgu. W przerzedzonych
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Ryc. 2. Rozpad neuronéw w korze amonalnej. Fiolet krezylu. Pow. 400 X.
Fig. 2. Destruction of neurons in Ammon’s horn. Cresyl wviolet. X 400.
Ryc. 3. Uszkodzenie komoérek nerwowych tworu siatkowatego. Fiolet krezylu.
Pow. 200 X.

Fig. 3. Damage of neurons in reticular formation. Cresyl violet. X 200.
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strukturach czes¢ neuronow byla ciemna, obkurczona. Najsilniej wy-
razone zmiany przedstawialy przypadki 1 i 3, przebieg gestozy w
tych przypadkach byl najciezszy. W przypadku 3, w ktéorym doszlo
do zgonu wewnatrzmacicznego stwierdzono wyrazne zmiany w two-
rze siatkowatym (ryc. 3). Podobne uszkodzenia mozna bylo zaobser-
wowaé¢ w oliwach, w ich czesciach dolnobocznych, w jadrach nerwow
czaszkowych III, IV, V, VII, VIII, jadrach peczka smuklego i klino-
watego. W dwoch przypadkach (2 i 3) uszkodzenia pnia przewazaly
nad uszkodzeniami innych struktur. W przypadku 3, dominujgcym
objawem bylo pomnozenie sieci naczyn wlosowatych w czesci nakryw-
kowej opuszki (ryc. 4). W istocie bialej oprécz uogoélnionego zastoju
widoczne byly w otoczeniu drobnych naczyn przesigki rozlewajace
sie nieostro w tkance i zaznaczajgce sie rozluznieniem podloza i roz-
nicg w jego barwliwosci. W dwoch przypadkach, 6 i 7, zaobserwo-
wano wczesne zmiany martwicze, a w przypadku 5 — wyrazne ogni-
sko przykomorowej martwicy skrzepowej. Zastoj zylny w naczyniach
Srodmigzszowych byl réznie nasilony.

Grupa I1

Ryc. 5 przedstawia przypadki, w ktorych wiek oceniany na pod-
stawie wagi i dlugosci oraz dojrzatosci moézgu byt mlodszy od wieku,
ocenianego w oparciu o dojrzatos¢ innych narzadow i od wieku kli-
nicznego. W odniesieniu do tej grupy mozna mowi¢ o wewngtrzma-
cicznym opoéznieniu wzrostu i opdéznieniu rozwoju moézgu (ryc. 6 a, b,
7 a, b). W grupie tej mozna zauwazy¢ w pieciu przypadkach roz-
biezno$¢ miedzy wiekiem mozgu, ocenianym na podstawie mielini-
zacji, a wiekiem mozgu ocenianym na podstawie zasobu macierzy
oraz dojrzalo$ci uwarstwienia kory mozgu i mozdzku. Wiek , mieli-
nowy” w tych przypadkach jest mlodszy o okolo 4 tygodnie. Sa to
przypadki, w ktorych stwierdzono uszkodzenie istoty biatej w potku-
lach mozgu.

Gestoza we wszystkich przypadkach tej grupy byla ciezka, indeks
wynosil powyzej 6 punktow. Wartosci cisnienia osiggaly 160—200/
/110—130 mm Hg. W dwodch przypadkach diugotrwajace nadci$nienie
doprowadzilo do zmian na dnie oka; powiklaniem jednego przypadku
bylo odklejenie siatkowki. Biatkomocz wystepowal w trzech przypad-
kach (0,16%o; 1,9%o; 7,7%0). Towarzyszyla mu obecno$¢ w moczu wa-
teczkow ziarnistych i szklisto-ziarnistych. Wystepowaly objawy nie-
wydolnosci klebkowej nerek (wzrost poziomu kreatyniny, mocznika,
kwasu moczowego) oraz niewydolnosci kanalikowej (niski cigezar wias-
ciwy moczu, poliuria). Czas trwania gestozy byl w tej grupie dlugi
i wynosil ponad dwa miesigce. Gestozy byly leczone, obserwowano
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Ryc. 4. Pomnozenie sieci naczyn opuszki. Fiolet krezylu. Pow. 100 X,
Fig. 4. Proliferation of vessels in medulla oblongata. Cresyl violet. X 100.
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Ryc. 5. Grupa II. Noworodki hipotroficzne z opézZnieniem rozwoju mobzgu. Wiek
rozwojowy wedlug wybranych parametrow.

Fig. 5. Group II. Hypotrophic newborns with delayed brain development. De-
velopmental age according to the chosen parameters.

okresowg poprawe w nasileniu objawow. Cigze ze wzgledu na ciezki
przebieg rozwigzywane byly cieciem cesarskim. Noworodki rodzily
sie¢ w zlym stanie, w dwoch przypadkach zgon nastgpit w czasie po-
rodu, w trzech przezycie bylo krotsze niz 24 godz. Z dwoéch przypad-
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Ryc. 6. Kora poéitkul moézdzku. a) noworodek w wieku cigzowym 34 tyg. Rozwdj
mo6zdzku op6zniony odpowiada 28 tyg. Przyp. 19/73. b) norma dla wieku 34 tyg.
Fiolet krezylu. Pow. 100 X.

Fig. 6. The cortex of the cerebellar hemispheres. a) newborn at the intrauterinal
age of 34 weeks. Delayed cerebellum development corresponding to 28th week.
Case 19/73. b) normal state for the age of 34 weeks. Cresyl wviolet. X 100.

Ryc. 7. Mielinizacja dr6g nerwowych mostu i mézdzku. a) noworodek donoszony
(norma), b) noworodek w 38 tyg. rozwoju. Mielinizacja op6zniona odpowiada-
jaca 28 tyg. rozwoju. Przyp. 74/64. Barwienie met. Kliver-Barrera. Pow. 100 X.
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kow o przezyciu ponad 3 doby, jeden noworodek byl caly czas w sta-
nie ciezkim, u drugiego pogorszenie nastapilo po 48 godz. Patologia
tozyska wystepowala we wszystkich przypadkach, obserwowano zmia-
ny naczyn kosmkéw (zarastanie tetnic, mikrozawaly), podscieliska
(wloknienie) i trofoblastu.

Powyzsza grupe w badaniu neuropatologicznym cechowalo bardzo
duze uszkodzenie struktur nerwowych, wykazujgce zaleznos$¢ od stop-
nia uszkodzenia lozyska i obrazu klinicznego gestozy. Zasadniczy ob-
raz zmian byl podobny do stwierdzanego w poprzedniej grupie, ale
byly one bardziej nasilone. Zwlaszcza w obrebie kory czesto obser-
wowano warstwowe wypadanie komorek (ryc. 8), wieksze byly, praw-
dopodobnie wtorne, zmiany w obrebie wzgorza. W tej grupie rowniez
we wszystkich przypadkach stwierdzono uszkodzenie struktur pnia.
W polowie przypadkéw mozna bylo nawet ustali¢c przewage uszko-
dzen pnia nad uszkodzeniem potkul moézgu. Prawie we wszystkich
przypadkach zwracaly uwage uszkodzenia wystepujace w istocie bia-
tej potkul moézgu. W przypadku 8, 9 i 13 zmiany byly dyskretne.
W kilku polach w istocie biatej potkul widoczne bylo wyrazne roz-
rzedzenie struktury. Astrocyty byly pobudzone, z dobrze widoczna
cytoplazmg, ale bez powiekszenia ich liczby. Pozostale przypadki
przedstawialy daleko posuniety rozpad istoty biatej (ryc. 9). Spoty-
kano tu pola martwicy niezupelnej, rozptywnej i skrzepowej. W obre-
bie, i woko6l po6l martwicy, stwierdzono przerost astrogleju i mikro-
gleju z obecnoscia makrofagow. W przypadku 11, rowniez w s$rodko-
wej czesci zawojow, doszlo do powstania ognisk martwicy obrzeko-
wej. Podobne zmiany obserwowano w przypadku 11 i 13, w mozdzku,
w okolicy wneki jadra zebatego. W czterech przypadkach, w ktérych
wiek moézgu wynosit 28—32 tygodni zycia ptodowego, wystapily przy-
komorowe krwotoki do gniazd macierzy. Zastéj zylny w naczyniach
$rédmigzszowych byl miernie nasilony i dotyczyl zaréwno poétkul jak
i pnia moézgu. W dwoch przypadkach przekrwienie bylo szczegdlnie
nasilone w naczyniach pnia modzgu, obserwowano pomnozenie sieci
Kapilarow.

Grupa II1

Ryc. 10 przedstawia przypadki, w ktéorych mozgi wykazujg opoz-
nienie dojrzewania w stosunku do innych badanych parametréow roz-

Fig. 7. Myelination of the pons and cerebellar nervous tracts. a) Mature new-

born (norm), b) newborn at 38th week of the development. Delayed myelination

corresponding to 28th week of the development. Case 74/64. Staining after Klii-
ver-Barrera method. X 100.
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woju (ryc. 11 a, b). Jest to grupa czterech noworodkéw donoszonych,
urodzonych w ciezkim stanie. Zgon dwoéch z nich nastgpil bezposred-
nio po porodzie. W przypadkach tych gestoza matki byla ciezka. W po-
zostalych dwoch przypadkach wzglednie lekkiej gestozy przezycie no-
worodkéw byto diluzsze. Badanie anatomopatologiczne ujawnilo we
wszystkich przypadkach cechy ogélnego niedotlenienia, zapalenie ptuc,
w jednym wade serca. W lozyskach zwracaly uwage niewielkie zmia-
ny zwyrodnieniowe.
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Ryc. 8. Przerzedzenie i uszkodzenie komoérek nerwowych glownie warstwy III
kory ruchowej noworodka donoszonego. Fiolet krezylu. Pow. 100 X.

I'ig. 8. Depletion and damage of neurons in the IIIrd layer of the motor cor-
tex of mature newborn. Cresyl violet. X 100.

Ryc. 9. Rozpad istoty bialej, martwica rozptywna. H-E. Pow. 400 X.
Fig. 9. Desintegration of the white matter, colliquative necrosis. H-E. X 400.

W badaniu neuropatologicznym stwierdzono uszkodzenia komorkowe
roznie nasilone. Najwyrazniej uszkodzona we wszystkich przypadkach
byla kora moézgu, zmiany w innych strukturach byly mniejsze.

Grupa IV

Osobng grupe stanowig noworodki, ktorych matki poza gestoza cho-
rowaly na cukrzyce jawnag badz utajong (ryc. 12). Noworodki tej gru-
py wykazywaly zwiekszenie wagi i wzrostu. Gestoza w przypadkach
nalezacych do tej grupy byla sredniego i lekkiego stopnia. Cigze
rozwigzywane byly cieciem cesarskim. Charakterystyczny byl, diuz-
szy niz w poprzednich grupach, czas przezycia noworodkéw. W ba-
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Ryc. 10. Grupa III. Noworodki eutroficzne z opoédznieniem rozwoju mozgu. Wieck

rozwojowy wedlug wybranych parametrow.

Fig. 10. Group III. Eutrophic newborn with delayed brain development. Deve-

lopmental age according to the chosen parameters.
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Ryc. 11. Kora ruchowa poikul mozgu. a) noworodek donoszony, rozwoj

kory

mozgowej opo6zniony. Przyp. 3/65, b) norma dla wieku rozwojowego 40. Fiolet

krezylu. Pow. 100 X.

Fig. 11. Motor cortex of the brain hemispheres. a) mature newborn, delayed
development of the brain cortex. Case 3/5, b) norm for the developmental age

of 40 weeks. Cresyl violet. X 100.
Neuropatologia Polska — 6
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daniach anatomepatologicznych oprocz objawow przewleklego niedo-
tlenienia, u wiekszej liczby noworodkow stwierdzono zapalenie pluc
i zespo6l blon szklistych. Badanie mikroskopowe lozysk wykazalo roz-
legte zmiany we wszystkich przypadkach.
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Rye. 12. Grupa IV. Noworodki z cigzy powiklanej gestoza i cukrzyca. Wiek
rozwojowy wedlug wybranych parametrow.

Fig. 12. Group IV. Newborns from a pregnancy complicated with gestosis and
diabetes. Developmental age according to the chosen parameters.

Uszkodzenie struktur nerwowych w tej grupie wydaje sie mniejsze,
niz wynikatoby to z nalozenia sie¢ dwoch zespoléw chorobowych u mat-
ki w czasie cigzy. Zmiany dotyczyly gléwnie komorek nerwowych
kory i pnia mozgu, uszkodzenie istoty bialej bylo nieznaczne. Domi-
nowaly zmiany obrzekowe w korze i istocie biatej.

Grupa V

Grupa ta obejmuje 24 przypadki gestozy, w ktéorych wiek cigzowy
pokrywal sie z wiekiem rozwojowym narzadow. Gestoza wykazywala
rozny przebieg, w wiekszosci przypadkow byla lekka, krotko trwaja-
ca, ale obserwowano tu rowniez gestozy ciezkie. Zmiany w lozyskach
byly w wiekszosci przypadkow niewielkie. Charakter i topografia
uszkodzen struktur moézgowych byly w tej grupie podobne do poprzed-
nich, ale ich nasilenie bylo roézne. Duza liczba przypadkow w tej
grupie i duza rozbieznos¢ nasilenia objawow gestozy w poszczegGi-
nych przypadkach pozwala na stwierdzenie wyraznej zalezno$ci mie-
dzy postacig gestozy a stopniem uszkodzen OUN.
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We wszystkich prawie przypadkach stwierdzono uszkodzenie ko-
morek nerwowych pnia. Obserwowano nasilone zmiany we wszystkich
strukturach opuszki. Schorzenie ischemiczne, ubytki neuronéw widocz-
ne byly w oliwach, tworze siatkowatym, jadrach czuciowych i ru-
chowych pnia. W szesciu przypadkach zmiany dotyczyly gléwnie two-
ru siatkowatego. Zlokalizowane byly w neuronach jadra wielkokomor-
kowego, neuronach wokél peczka samotnego i w okolicy jadra dwu-
znacznego.

OMOWIENIE

Dla uzyskania odpowiedzi na sformulowane w niniejszej pracy py-
tania, potrzebna byla mozliwie duza grupa przypadkéw przebadanych
i ocenianych wedlug tych samych metod i kryteriow. Uzyskanie wy-
starczajgcej liczby przypadkéw bylo mozliwe przy wykorzystaniu ma-
terialu obejmujgcego okres 15 lat. Zaletq materialu pochodzgcego z te-
go samego oddzialu polozniczego i badanego zawsze w tych samych
warunkach, jest zapewnienie jednolito$ci badan Kklinicznych, anato-
mopatologicznych i neuropatologicznych. Niedostatkiem jest brak nie-
ktorych specjalistycznych badan klinicznych, ktére stopniowo wpro-
wadzane i ulepszane, sq niejednolite i nie nadajg si¢ do poréwnania.
Nie dysponowalismy badaniami okres§lajgcymi przyzyciowo stopien
niedotlenienia ptodu, np. pomiary ci$nienia parcjalnego tlenu we krwi
pepowinowej. Ich analiza mogla by¢ przydatna, poniewaz Ewerbeck
(1966) stwierdzit w gestozie obnizenie réznicy -cisnienia parcjalnego
tlenu miedzy krwig matki i plodu. Brak nam réwniez wynikow ba-
dania stopnia zakwaszenia krwi pepowinowej, co uniemozliwia ocene
stopniowego narastania kwasicy w krwi plodu obserwowang przez
Kyank’a i Eggerta (1963). Rowniez nie we wszystkich przypadkach
przeprowadzone bylo badanie mikroskopowe lozyska.

Przebadane przypadki podzieliliSmy na pie¢ grup, przyjmujac jako
kryterium podzialu ocene rozwoju moézgu noworodka w stosunku do
jego rozwoju ogoélnego i dojrzatosci narzadow. Z przedstawionych wy-
nikow badan wynika, ze gestoza wywoluje dwa rodzaje zmian: zabu-
rzenia ogoélnego rozwoju noworodka i jego OUN oraz uszkodzenia
mozgu o typie przede wszystkim niedotlenieniowym. Zaburzenia roz-
wojowe noworodka moga przybiera¢ rozne formy. Przyczyng niskiej
wagi urodzeniowej moga by¢ wszystkie czynniki wplywajgce nieko-
rzystnie na rozwdéj plodu, a szczegélnie kazda nieprawidlowo przebie-
gajgca cigza (Dawes 1968). Jak wspomniano we wstepie niniejszej
pracy wielokrotnie obserwowano, ze gestoza wywiera wplyw na wiel-
kos¢ plodu. W naszym materiale do wewngtrzmacicznego opodznienia
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wzrostu doszto w 30% badanych przypadkéw. Ich ocena wykazuje,
ze hipotrofia ptodu wystapita w przypadkach, w ktérych objawy gesto-
zy ujawnily sie wczesnie, stopniowo narastaly i utrzymywaly sie
przez oKkres co najmniej szeSciu tygodni. W tlozyskach tych plodow
powstaly rozlegle zmiany w obrebie kosmkoéw. Obserwowano zmiany
zwyrodnieniowe syncytiotrofoblastu, wléknienie podscieliska, obrzek
zrebu. Podobne zmiany opisali w gestozie Michalkiewicz i wsp. (1973).
Prowadzg one do wzrostu ,grubosci” elementéow bariery lozyskowej,
wydluzenia drogi wymiany miedzy matka a plodem, a wiec do gor-
szego odzywienia rozwijajacego sie plodu. Altshuler i wsp. (1975) ba-
dajgc lozyska noworodkow za malych w stosunku do wieku cigzowe-
go, u 25% wykazal uszkodzenie kosmkow.

Badania Gruenwalda (1963), Myersa i wsp. (1971) i Larroche (1977),
przemawiaja za tym, ze w przypadkach z hipotrofia noworodka mozg
i nerki sg narzgdami najmniej uposledzonymi w rozwoju. Chase i wsp.
(1972) natomiast, obserwowali u dzieci z wewnagtrzmacicznym opo6z-
nieniem wzrostu zmniejszenie ciezaru moézgu, nizsza niz w normie
zawartos¢ DNA i cerebrozydéw. Doswiadczalne badania Winnicka
i wsp. (1974) sugeruja, ze mozg plodu w przypadkach hipotrofii nie
jest zaoszczedzony, gdy stopien niedozywienia matki i ptodu jest du-
zy. W naszym materiale w 20% badanych przypadkow wystapito opoz-
nienie dojrzewania mozgu plodu, siedem przypadkéw wykazalo upo-
sledzenie rozwoju mozgu na tle ogolnej hipotrofii noworodka, a w
czterech przypadkach opoOznienie rozwoju moézgu wystapilo u nowo-
rodkow eutroficznych.

W wiekszosci mozgow, ktorych wiek rozwojowy ocenialiSmy, stwier-
dziliSmy roznie nasilony zespél uszkodzen. W kilku przypadkach w
grupie noworodkéw hipotroficznych, z opdznieniem rozwoju moézgu,
stwierdziliSmy rozbiezno$¢ pomiedzy wiekiem okreslanym na podsta-
wie stopnia mielinizacji, a ocenianym na podstawie innych para-
metrow. Zjawisko to mozna tlumaczyé¢ wystgpieniem w tych przy-
padkach przewleklych zmian w istocie biatej, ktéore mogly zaburzyc
wslepny okres mielinizacji. Wynika stad zastrzezenie, ktore wysuwata
rowniez Larroche (1977), ze uszkodzenia struktur moézgu utrudniaja
ocene ich dojrzewania. W naszym materiale porownywano w kazdym
przypadku kilka parametrow dojrzalosci moézgu, dzieki czemu, nawet
w przypadkach z uszkodzeniami mozna bylo okresli¢c wiek rozwojowy
mozgu. W wiekszosci z nich, stopien zmian morfologicznych nie byl
tak duzy, aby mozna bylo je uzna¢ za czynnik wplywajacy na upo-
sledzenie rozwoju. W sumie ocena calego materialu pozwala na stwier-
dzenie, ze widoczne w badaniu mikroskopowym uszkodzenia OUN nie-
watpliwie wplywaja na jego dalszy rozwo6j w calo$ci lub w zakre-
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sie poszczegolnych struktur, ale opdznienie rozwoju wystepuje rowniez
jako objaw nie bedacy nastepstwem ogniskowych uszkodzen.

Trudny do wyjasnienia jest patomechanizm wybiérczego opoznie-
nia rozwoju mobzgu u czterech noworodkéw eutroficznych. Gestoza
w tych przypadkach wykazywala ostry poczatek. Mozna wiec przy-
puszczaé, ze odegralo role nagle zadzialanie czynnika szkodliwego,
ktorego nie mozna blizej okresli¢, poniewaz patomechanizm gestozy
nie jest znany. Opodznienie rozwoju byloby wyrazem zlej adaptacji
ukladu nerwowego do nagle zmienionych warunkéw zycia wewnatrz-
macicznego.

W grupie przypadkéw powiklanych lgcznie gestozg i cukrzycg, uwi-
docznil sie wplyw zaburzen metabolicznych wystepujacych w prze-
biegu cukrzycy. Powoduja one nadmierny wzrost i nadwage plodow
(Laure-Kamionowska i wsp. 1980). W ocenianej grupie nasilenie ge-
stozy i objawéw cukrzycy bylo miernego stopnia, tak, ze nie wystapi-
o w niej opdznienie rozwoju mozgu.

Opoéznienie rozwoju OUN w poréwnaniu z rozwojem ogoélnym plo-
du ma duze znaczenie ze wzgledu na dalszy rozwo6j dziecka. U wielu
dzieci pochodzgcych z cigz powiklanych gestozg, ktére przezyly, ob-
serwowano upo$ledzenie rozwoju psychoruchowego oraz padaczke (De-
gen 1978). Przyczyna tych zmian mogg by¢ nie tylko uszkodzenia
struktur OUN ale réwniez mlodszy wiek moézgu w momencie porodu.

Uszkodzenia mozgu, ktoére zaobserwowano w przebiegu gestozy
przedstawiajg obraz taki, jaki stwierdza sie w niedotlenieniu. Gestoza
stanowi wyrazne obcigzenie noworodkéw prawie donoszonych powy-
zej 36 tygodnia cigzy. Wyniki badan Nyki (1976) sugeruja, ze wczes-
nie dojrzewajace struktury (kora amonalna, pien) sa ciezej uszkodzo-
ne w przypadkach niedotlenienia dzialajgcego w ostatnich tygodniach
cigzy. Nasze badania obejmujace wiekszg grupe przypadkéw, pozwo-
litly na potwierdzenie tej sugestii. W wiekszos$¢i przypadkow zbadanej
grupy stwierdzono uszkodzenia pnia médzgu.

Na wuszkodzenia komorek nerwowych pnia zwroécit uwage Towbin
(1970), podnoszac znaczenie urazu i krwotoku jako czynnika przyczy-
niajacego sie do uszkodzen pnia moézgu. Podobne zmiany obserwowa-
la Norman (1972) oraz Griffiths i Laurence (1974). W naszym mate-
riale uszkodzenia komérkowe w pniu obserwowano zwlaszcza w gesio-
zach dlugo trwajacych. W kilku przypadkach doszio do rozplemu sie-
ci naczyniowej w obrebie pnia, co mozna traktowac¢ jako wyraz adap-
tacji do warunkow przewleklego niedostatku tlenowego (Brand, Big-
nami 1969).

Pod wzgledem objawow Kklinicznych, noworodki, u ktéorych stwier-
dzono uszkodzenia pnia mozna podzieli¢c na dwie grupy: grupa pierw-
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sza obejmuje przypadki, w ktorych $mier¢ wystapila w czasie porodu
lub noworodki urodzone w ciezkim stanie (Apgar 1—3), zmarte krotko
po porodzie. W grupie drugiej czas przezycia wynosil wiecej niz
24 godz. Noworodki rodzily sie w stanie dobrym (Apgar 8—10), po
okolo 24 godz. wystepowala sinica, napad drgawek, zaburzenia oddy-
chania i zgon. W obrazie neuropatologicznym u noworodkéw z grupy
pierwszej stwierdzono bardzo nasilone zmiany we wszystkich struk-
turach opuszki. W grupie drugiej zmiany dotyczyly gléownie tworu
siatkowatego.

Podobne uszkodzenia pnia opisywane byly przez Leecha i Alworda
(1977) u noworodkow z niedotlenieniem, Norman (1972) zwraca uwage
na znaczng wrazliwos¢ struktur pnia w okresie ich dojrzewania. Neu-
rony tworu siatkowatego sa wrazliwe na niedokrwienie i niedotlenienie
w wieku dojrzalym, tym bardziej wiec ulegaja uszkodzeniu w okresie
dojrzewania ich struktury i funkcji. Zmiany w obrebie regulacyjnych
osrodkow pnia moézgu mogly by¢ jedna z przyczyn zaburzen oddy-
chania i rozwijajagcych sie w konsekwencji powiklan plucnych. Obja-
wy narastaly stopniowo, pojawila sie bradykardia i sinica, doszlo do
objawow niewydolnosci krgzeniowo-oddechowej. Mozna przypuszczac,
ze w przypadkach tych ostry stres, jakim jest nawet fizjologiczny po-
rod, spowodowal nagle pogorszenie stanu noworodka, u ktérego doszio
do uszkodzenia komoérek nerwowych tworu siatkowatego. Zaobserwo-
wane korelacje morfologiczno-kliniczne wskazujg, ze uszkodzenia pnia
mozgu powodujg gorsze przystosowanie sie noworodkéw do nowych
warunkow zyecia.

WNIOSKI

Przedstawione wyniki badan opracowane w oparciu o material po-
chodzgcy od noworodkow zmartych pozwalaja na sformulowanie na-
stepujacych wnioskow:

1. Gestoza uposledza rozwéj ogélny ptodu i w 25% przypadkow pro-
wadzi do opdznienia rozwoju OUN.

2. Opobznienie rozwoju mozgu, podobnie jak zaburzenia ogoélnego
rozwoju plodu uzaleznione jest od czasu trwania gestozy i stopnia
uszkodzenia tozyska.

3. W przebiegu gestozy dochodzi do uszkodzenia OUN, ktorego sto-
pien jest zwigzany z nasileniem gestozy.

4. Uszkodzenia pnia mozgu wystepuja w wiekszosci przypadkow
gestozy. Ich nasilenie znajduje odbicie w stanie klinicznym i wplywa
na dlugos¢ przezycia noworodka.
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M. Jlayps-KamuoHoBcka
BJIUAHUE TECTO3A HA MO3JI IIJOJA
Pe3womMme

UccnenoBanmu 50 ciayyaeB HOBOPOXKAEHHBIX MPOUCXOAAINMX U3 OEPEMEeHHOCTH
OCJIOKHEHHOM recto3oM. B pabore mccienyercsa BausHue recro3a Ha pa3BUTHE MO3ra
M moJy4YeHHas KapTuMHa CpaBHMBaeTca c obmuM pa3BuTMeM mnJuofa. Bbeljna mnpocie-
XeHa Tomorpacdua M CTPYKTypa IIOBpPexKAEeHMII MO3ra IJOoAa M KOPPEeIAuMUsa MEeXKAY
HabaronaeMbIMM MOPGOJIOTMYECKMMM M3MEHEHMSIMM B LIEHTPAJbHOM HEPBHOM CUCTeMe
M KIMHUYECKMMM, a TaK¥Xe aHaTOMONATOJIOTMYECKMMM CUMIITOMaMM.

Hapyieninsg pasBUTUA IJOJa MOTYT IPMHMMATh pa3Hble (OPMbBI: TUIOTPOMHH,
IUIIOTPouM C ONO3AaHMeM Pa3BUTMA MO3ra, ONO3ZAAaHMA Pa3BUTUA MO3ra y 3yTpodu-
YECKMX HOBOPOXJAeHHbIX. CTpyKTypa IIOBpeXJAeHMif Mo3ra Ipexzae Bcero ob6Hapy-
JKMUBaeT TUMIIOKCUMMHBIM TUII M3MEHEHMI C OTYEeTJMBOM JIOKaJMu3alMeil B CTBOJIE MO3ra.
IToBpexkaeHMsa CTBOJIA MO3ra MMEIT MeCcTO B OOJBIUMHCTBe ClydyaeB recrosa. MIxX BbI-
PaXkKeHHOCTb HAaXOJMUT OTpaxKeHue B KJIMHUUYECKOM COCTOAHMM IIePHUOJa BBLIKMBAEMOCTU
HOBODOKIEHHOTO.

M. Laure-Kamionowska
EFFECT OF GESTOSIS ON THE FETAL BRAIN
Summary

The study dealt with 50 cases of newborns derived from pregnancies compli-
cated by gestosis. The effect of gestosis on the brain development was analyzed
and compared with the influence on the general development of the fetus. The
topography and structure of the fetal brain lesions were investigated and the
correlation of the morphological changes with the clinical and anatomopatholo-
gical features was evaluated.

The disturbances of fetal development may assume different forms: hypo-
trophy, hypotrophy with a delayed development of the brain, delay of the brain
development in the eutrophic newborns. The brain lesions were mostly of the
anoxic type, with a distinct location in the brain stem and were observed 1o
appear in most of the cases of gestosis. The intensity of the changes finds a reflec-
tion in the clinical condition and in the time of survival of the newborns.
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nien. Istotng zaletg ksigzki jest zawarcie w kazdym rozdziale pelnego tekstu
dyskusji rozwijajacej sie w czasie poszczegélnych sesji. Daje to czytelnikowi
mozno$¢ skonfrontowania wilasnego odbioru prac z ich percepcja przez uczestni-
czacych w niej specjalistow 1 wyjasnienia nasuwajacych sie watpliwosci. Do-
datkowym walorem ksigzki jest niezwykle bogaty spis pismiennictwa zamyka-
jacy kazdy z artykulow. Czyni to z niej cenne zrodio bibliograficzne.

Uwazam, ze ksigzka jest wysoce pozytecznym, wszechstronnym opracowaniem
monograficznym, poswieconym spolecznym, psychologicznym, klinicznym i biolo-
gicznym aspektom starzenia sie moézgu. Jestem przekonany, ze kazdy zaintere-
sowany przedmiotem znajdzie w niej bogaty zas6b informacji, material do prze-
myS$len i inspiracje badawcza. Warto ja mie¢ na poélce bibliotecznej po to aby
mo6c do niej czesto i latwo siegaé.

Prof. dr hab. M. J. Mossakowski

KOMUNIKATY

W dniach 25 i 26 kwietnia 1980 r. odbedzie sie w Krakowie Konferencja, kto6-
rej tematem beda postepy w rozpoznawaniu i leczeniu nowotworéw glejopo-
chodnych o.u.n.

Organizatorem Konferencji jest Komisja Neuroonkologii Komitetu Nauk Neu-
rologicznych PAN oraz Oddzia! Krakowski Polskiego Towarzystwa Onkologicz-
nego.

Adres Komitetu Organizacyjnego:
doc. dr med. Jézef Kaluza,

Zaklad Neuropatologii AM, Botaniczna 3, 31-503 Krakow.

* * *

W okresie od 6 do 8 maja odbedzie sie¢ w Wiedniu I Europejski Kongres Neu-
ropatologii.
Gilownymi tematami Kongresu bed3a:
— neuropatologia do$wiadczalna,
— neuroonkologia,
— choroby zapalne i demielinizacyjne o.u.n.,
— neuroanatomia i neuropatologia rozwojowa,
— patologia nerwéw obwodowych i miesni,
— choroby metaboliczne ukladu nerwowego.
Adres Komitetu Organizacyjnego:
Prof. K. Jellinger, M. D.
Ludwig Boltzmann-Institute of Clinical Neurobiology Leinz Hospital
A-1130 Wien, Wolkersbergenstrasse 1.
* ok k¥
Stowarzyszenie Neuropatologoéw Polskich wspélnie z Towarzystwem Neuropa-
tologii i Neuroanatomii RFN organizuje Miedzynarodowe Sympozjum Neuropa-
tologiczne. Odbedzie sie ono w Krakowie, w okresie od 17 do 21 wrzesnia 1980 r.
Tematyka Sympozjum obejmuje nastepujace problemy:
— zwyrodnienie gabczaste o.un. (aspekty Kkliniczne, morfologiczne i doswiad-
czalne),
— neuroanatomia rozwoju i starzenia sie mozgu,
— tematy wolne.
Termin zglaszania uczestnictwa mija 1 kwietnia 1980.
Adres Komitetu Organizacyjnego:
doc. dr med. Jézef Katuia,
Zaklad Neuropatologii AM, ul. Botaniczna 3, 31-503 Krakow.
Jerzy Dymeclci
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KATARZYNA KUCHARSKA-DEMCZUK, ANNA POLEWSKA-JESKE

ATYPOWE LIMFOCYTY PLYNU MOZGOWO-RDZENIOWEGO
W ZAPALENIACH I PODRAZNIENIACH OPON *

Klinika Chor6b Zakaznych Instytutu Choréb Wewnetrznych
Pomorskiej Akademii Medycznej, Szczecin
Kierownik: doc. dr B. Trzaska

W prawidlowym plynie mozgowo-rdzeniowym (m.rdz.), limfocyty
majg posta¢ niewielkich komoérek o $rednicy 5—7 wm lub 10—15 um,
o duzym jadrze wypelniajagcym niemal cala komorke i barwigcym sie
na fioletowo barwnikami zasadowymi, otoczonym waskim rabkiem bar-
wigcej sie na niebiesko cytoplazmy. W zapaleniach opon, jak réwniez
w zespolach podraznienia opon, pod wplywem dzialania réznych czyn-
nikéw antygenowych komorki te ulegaja transformacji, w czasie kto-
rej zachodza w nich zmiany morfologiczne i czynno$Sciowe. Przyjmuje
sig, ze transformowane komoérki limfoidalne plynu mozgowo-rdzenio-
wego odgrywajg wazng role w procesach odpornosciowych (Bischoff
1963; Sanberg 1973; Schwarze 1973; Guseo 1974; Kucharska-Demczuk
1975).

Celem niniejszej pracy byla ocena morfologiczna, cytochemiczna
oraz ocena aktywnosci fagocytarnej atypowych, transformowanych
limfocytéw plynu moézgowo-rdzeniowego, zwanych takze formami
przejsciowymi (f.p.), w zapaleniach i zespotach podraznienia opon. Po-
stanowiono rowniez dokona¢ analizy ilosci i czestosci wystepowania
tych elementéw komorkowych, w zaleznosci od etiologii, fazy i prze-
biegu choroby.

MATERIAL I METODY

Badano plyn mozgowo-rdzeniowy od 624 chorych, w tym 393 mez-
czyzn i 231 kobiet, w wieku od 14 do 75 lat, leczonych w latach 1972—
—1978 w Klinice Choréb Zakaznych PAM w Szczecinie *. Badaniami
nie objeto gruzlicy i innych przewleklych przypadkéw zapalenia opon,
ktore beda przedmiotem osobnego doniesienia. W zaleznosci od usta-

* — Badania wykonano przy pomocy technicznej pani Marii Zaremby.
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lonego rozpoznania, chorych podzielono na nastepujgce grupy: I — za-
palenie opon i moézgu o etiologii wirusowej: swinkowe zapalenie opon
i zesp6t podraznienia opon, poélpascowe zapalenie opon i moézgu, klesz-
czowe zapalenie mozgu, limfocytowe zapalenie opon i moézgu; II —
zapalenie opon i mozgu o etiologii bakteryjnej: ropne zapalenie opon
i mozgu (meningokokowe, pneumokokowe i inne o etiologii nie usta-
lonej), leptospirowe zapalenie opon; III — zespoly podraznienia opon
w zakazeniach bakteryjnych: zapalenie zatok obocznych nosa, zapale-
nie pluc, angina ropna, zatrucia pokarmowe, zapalenie pecherzyka zoi-
ciowego i drog zolciowych, zapalenie nerek, inne zakazenia; IV — ze-
spoly podraznienia opon w zakazeniach wirusowych: grypa, ostry nie-
zyt gornych drog oddechowych, ostre choroby wysypkowe, inne zaka-
zenia.

Wykonano 967 badan cytologicznych plynu moézgowo-rdzeniowego
metodg osadowg Sayka (1960), w komorze wlasnej konstrukecji (Ku-
charska-Demczuk 1974). Osady barwiono metoda May-Griinwalda-
-Giemsy, a nastepnie oceniano jakosciowo i iloSciowo przez obliczanie
skladu odsetkowego komorek. Dla dokladniejszej oceny komoérek iich
stanu czynnosciowego wykonano nastepujace odczyny histochemiczne:
oznaczanie aktywnosci esterazy nieswoistej wg Braunstéinera (1953),
reakcje PAS na glikogen wg Manus-Hotchkissa (Woytowicz 1967), re-
akcje z Sudanem czarnym B na obecnos$¢ lipidow wg Shechana i Sto-
reya (Woytowicz 1967), reakcje na obecnos¢ mieloperoksydazy wg Sa-
to i Sekiye'a (Woytowicz 1967), test NBT (redukcji blekitu nitrotetra-
zolowego wg Parka i wsp. 1968), badanie fagocytozy czastek lateksu
przy uzyciu preparatu Bacto-Latex.

Na probkach plynu moézgowo-rdzeniowego, pochodzacego od 200 cho-
rych, wykonano 464 badania cytochemiczne i cytoenzymatyczne (dane
liczbowe podano w tabeli 3). U 39 chorych z tej samej probki plynu
wykonywano jednoczesnie 4 oznaczenia cytochemiczne: reakcje PAS,
reakcje z Sudanem czarnym B, reakcje na obecno$¢ mieloperoksydazy
i oznaczenie esterazy nieswoistej. Badania wykonywano zwykle
w pierwszych dniach pobytu chorego na oddziale (byl to przewaznie
2—-7 dzien choroby), natomiast badania kontrolne wykonywano w 7—
--10 dni pozniej. Plyn moézgowo-rdzeniowy pobierano bezposrednio
z igly do komory, podczas nakiucia kanalu kregowego w odcinku ledz-
wiowym.

WYNIKI

Obecnos¢ f.p. stwierdzono w 497 badanych osadach plynu m.rdz. co
stanowi 51,3%. Byly to komorki podobne morfologicznie do spotyka-
nych w mononukleozie zakaznej, odpowiadajace transformowanym
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pod wplywem fitohemaglutyniny (PHA) limfocytom w hodowli. Ob-
serwowano duzg roznorodnos¢ morfologiczng tych elementéw, utrud-
niajacag niejednokrotnie ich roéznicowanie. Spotykano zaréwno formy
wykazujgce podobienstwo do monocytow (ryc. 1b), jak i do komorek
plazmatycznych (ryc. lc, 2¢). W cytoplazmie niektérych komorek stwier-
dzano obecnos¢ wodniczek (ryc. 1f) lub ziarnistosci (ryc. le). Niekiedy
obserwowano tworzenie wypustek cytoplazmatycznych tzw. pseudopo-
diow (ryc. la, ¢, d). W jadrach widywano jaderka, czasami dos¢ licz-
ner(ryc. 2asbie).

Wyniki badan zestawiono w tabelach. W tabeli 1 uwidoczniono dane
dotyczgce czestosci wystepowania f.p. w plynie m.rdz. w poszczegol-
nych grupach chorych. Formy przejsciowe najczesciej stwierdzano
w plynie chorych na $winkowe zapalenie opon (80,5%), rzadko u cho-
rych z zespolem podraznienia opon w zakazeniach bakteryjnych (28,1%)
i ropnych zapaleniach opon (29,1%). W tabeli 2 przedstawiono czestosc
wystepowania f.p. w plynie m.rdz. w stanach zapalnych opon w zalez-
nosci od etiologii i fazy choroby. Dane uwidocznione w tej tabeli wska-
zuja, ze f.p. najczesciej, bo w 82,3% przypadkoéw, spotykano w ostrej
fazie S$winkowego zapalenia opon, najrzadziej, bo tylko w 11,8%,
w ostrym okresie ropnego zapalenia opon i moézgu. W okresie zdrowie-
nia podobnie czesto i w wysokich wartosciach odsetkowych stwierdza-
no te elementy komorkowe w plynie chorych na $winkowe zapalenie
opon i kleszczowe zapalenie mozgu (78,1% i 78,5%). Warto podkreslic,
ze w leptospirowym zapaleniu opon, mimo stwierdzenia w pojedynczych
przypadkach do$¢ znacznego odsetka f.p. (do 33% wszystkich komorek
osadu), czesto$¢ ich wystepowania byta nizsza niz w zapaleniach wiru-
sowych, zaré6wno w ostrym okresie choroby, jak i w okresie zdrowie-
nia.

Wyniki badan cytochemicznych i cytoenzymatycznych oraz aktyw-
nosci fagocytarnej form przejsciowych ptynu m.rdz. w badanych gru-
pach chorych zestawiono w tabeli 3. Formy przejSciowe plynu mozgo-
wo-rdzeniowego u wszystkich badanych chorych nie wykazywaly obec-
nosci esterazy nieswoistej, lipidow i mieloperoksydazy. Warto zazna-
czy¢, ze u wiekszosci badanych rowniez komorki limfoidalne zachowy-
waly sie podobnie i tylko w 4 przypadkach (w 2 ropnych oraz lepto-
spirowym i $winkowym zapaleniu opon), obserwowano staba reakcje
esterazy nieswoistej w pojedynczych ziarnistosciach cytoplazmy.
U wiekszosci chorych na wirusowe (64,2%) i u czesci chorych na ropne
zapalenie opon (24%) stwierdzono w formach przejsciowych dodatnia
reakcje PAS. Srednie wartosci odsetkowe form przejsciowych PAS-do-
datnich byly réwniez wyzsze w wirusowych (27,1%), niz w ropnych za-
paleniach opon (21%). Dodatni test redukcji NBT (ryc. 2d) oraz fago-
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cytoze czestek lateksu obserwowano sporadycznie tylko w nielicznych
formach przejsciowych u chorych na wirusowe zapalenie opon
(ryc. 2e, f).

DYSKUSJA

Od czasu wprowadzenia przez Sayka (1954) metody osadowej do ba-
dan cytologicznych plynu m.rdz., atypowe limfocyty stwierdzano czesto
w roznych stanach patologicznych osrodkowego ukladu nerwowego
(Sayk 1960; Bischoff 1960, 1963; Olischer, Sayk 1967, 1969; Kolar, Ze-
man 1968; Seidel-Kolodziejowa 1969; Scholz, Summer 1970; Schwarze
1973; Dyken 1975; Kucharska-Demczuk 1975, 1977; Kélmel 1976; Oeh-
michen 1976; Dommash i wsp. 1977; Kucharska-Demczuk, Trzaska 1978;
Kucharska-Demczuk i wsp. 1978). Brak ujednoliconego mianownictwa
komoérek plynu m.rdz. sprawia, ze nazwy uzywane dla okreslenia form
atypowych sg rozne. Jedni autorzy nazywajg je komoérkami aktywowa-
nymi (Bischoff 1960, 1963), inni stymulowanymi (Kolar, Zeman 1968),
badz pobudzonymi (Dyken 1975). Uzywany przez nas termin ,formy
przejsciowe” przyjeto wg mianownictwa Sayka (1960) i Olischera i Say-
ka (1967, 1969). Poczatkowo niektorzy autorzy (Sayk 1960, Bischoif
1960, 1963; Seidel-Kolodziejowa 1964) przyjmowali, ze obecnos¢ f.p.
w plynie m.rdz. stanowi do$¢ charakterystyczny objaw gruzlicy opon.
Obserwacje pozniejsze (Kolar, Zeman 1968; Scholz, Summer 1970; Ku-
charska-Demczuk 1975, 1977; Kolmel 1976; Kucharska-Demczuk, Trzas-
ka 1978; Kucharska-Demczuk i wsp. 1978) wykazaly, ze formy te wy-
stepujg czesto w roznych stanach zapalnych, zwlaszcza o etiologii wi-
rusowej. Ostatnie dane (Sandberg 1973; Guseo 1974, 1976) wskazuja, ze
komorki te odgrywaja wazng role w procesach obronnych, biorac udzial

Ryc. 1. Formy przejsciowe w bakteryjnych (ropnych i leptospirowych) zapale-
niach opon: a) forma przejsciowa z duzym jadrem wykazujacym luzng budowe
chromatyny; widoczna wypustka cytoplazmatyczna w postaci krotkiego wyrostka.
Pow. 1350 X; b) forma przejsciowa z jadrem o nieregularnym ksztalcie oraz
z wyraznym przyjadrowym przejasnieniem cytoplazmy. Pow. 1.350 X; c¢) forma
przejsciowa podobna morfologicznie do komoérki plazmatycznej, widoczna skre-
cona wypustka cytoplazmatyczna. Pow. 1.350 X; d) forma przejsciowa z kilkoma
wypustkami cytoplazmatycznymi tzw. pseudopodiami. Pow. 900 X; e) forma
przejsciowa z ziarnistoSciami w cytoplazmie komérkowej. Pow. 900 X; f) forma
przejsciowa z wakuolizacja cytoplazmy. Pow. 900 X.

Fig. 1. Transient forms in bacterial (purulent and leptospiral) meningitis: a)
transient form with large nucleus schowing loose chromatin structure; cyto-
plasmic process in a form of small appendix. X 1350. b) transient form with
irregular-shaped nucleus and marked perinuclear lucidifaction of cytoplasm. X
1350. c¢) transient form morphologically resembling plasmatic cell, twisted cyto-
plasmic process. X 1350. d) transient form with a number of cytoplasmic pro-
cesses, so-called pseudopodia. X 900. e) transient form with granules in cell
cytoplasm. X 900. f) transient form with vacuolization of cytoplasm. X 900.
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w produkecji immunoglobulin i innych biologicznie czynnych substancji
odpowiedzialnych za odporno$¢ humoralng i komoérkowsg. Obserwowane
przez nas zmiany morfologiczne f.p. dotyczyly gléownie ich wielkosci
i ksztaltu oraz obecnosci réznych wypustek cytoplazmatycznych (pseu-
dopodiow) i ziarnistosci. Zdaniem Guseo (1976) wypustki cytoplazma-
tyczne komorek plynu odgrywaja wazna role we wzajemnych oddzia-
tywaniach komorek i w procesach fagocytozy. W odczynach zapalnych
opon mozgowo-rdzeniowych, czesciej w zakazeniach wirusowych niz
w bakteryjnych, stwierdzano wzrost zawartosci glikogeniu w f.p. ptynu.
Podobne zmiany w transformowanych limfocytach plynu w wirusowych
zapaleniach opon obserwowali inni autorzy (Peiffer, Schwarze 1971; Oli-
scher 1972; Guseo 1974). Naszej obserwacji dotyczacej fagocytarnych
form przejsciowych plynu m. rdz., wykazanej w tescie NBT i probie
lateksowej, nie mozemy poréwna¢ z danymi innych autoréow z uwagi
na ich brak w dostepnym pismiennictwie. Wprowadzony przez Parka
i wsp., w 1968 r., test NBT pozwala na okre$lenie dwoéch podstawowych
czynno$ci komorek: funkcji bakteriobojczej, wyrazem ktorej jest po-
wstawanie ciemnoniebieskiego formazanu podczas redukeji blekitu ni-
trotetrazolowego, uzaleznione od obecnosci oksydazy NADH-cjankonie-
wrazliwej, oraz samej funkcji fagocytarnej. Blekit nitrotetrazolowy, ja-
ko zwigzek o silnie dodatnim !adunku trudno przedostaje sie do komo-
rek, dopiero fagocytoza ulatwia jego przenikanie. Aktywnos¢ fagocy-
tarna transformowanych limfocytow plynu m.rdz. nie jest dobrze po-
znana. W badaniach wlasnych wykazano, ze w niektorych stanach za-
palnych opon moézgowo-rdzeniowych o etiologii wirusowej, komorki te
wykazuja zaréwno aktywnos¢ fagocytarng jak i bakteriobdjcza. Uzys-
kane wyniki oraz dane z pi$miennictwa (Sandberg 1973; Guseo 1974,
1976; Oehmichen 1976) sugeruja, ze formy przejSciowe plynu moézgo-
wo-rdzeniowego odgrywajg duzg role w zjawiskach odpornosciowych
toczacych sie w tkance oponowej.

Ryc. 2. Formy przejsciowe w wirusowym (Swinkowym) zapaleniu opon: a) duza

forma przejSciowa, widoczne jaderka w jadrze. Pow. 1350 X. b) i ¢) formy

przejsciowe wykazujace podobienstwo do komoérek plazmatycznych. Pow. 1.350 X.

d) forma przejSciowa wykazujaca dodatnig redukcje NBT (ciemne zlogi forma-

zanu rozmieszczone na brzegu komorki). Pow. 1.350 X. e) i f) formy przejSciowe

wykazujgce aktywnos$é fagocytarna; w cytoplazmie komoérek widoczne pochlo-
niete czgstki lateksu. Pow. 900 X.

Fig. 2. Transient forms in viral (mumps) meningitis: a) large transient form,

nucleoli in nucleus. X 1350. b) and c¢) transient forms similar to plasmatic

cells. X 1350. d) transient form showing positive NBT reduction (dark forma-

sane deposits located on the cell margin). X 1350. e) and f) transient forras

showing phagocytic activity; in .cell cytoplasm — absorbed latex particles.
X 900.
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Tabela 1. Wystepowanie form przejéciowych w plynie mézgowo-rdzeniowym u chorych na zapalenie i podraznienie opon

Table 1. Occurrence of transient forms in the cerebro-spinal fluid of patients with meningitis and meningeal irritation

Liczba Wiek chorych % badant z o-
chorych od — do Calkowita becnoficia form
Grupy chorych Podgrupy badanych M K (lata) liczba badari  przejéciowych
Groups of patients Subgroups Number M F Age of Total number Tests that
of patients patients, of tests revealed
examined from — to transient
(years) forms in %
1 — éwinkowe zapalenie opon i zespél podraznienia
Zapalenie opon i mézgu o etio- opon 97 68 19 14—53 149 80,5
logii wirusowej 1 — parotitic meningitis
Meningitis and encephalitis of 2 — pélpadcowe zapalenie opon i mézgu 13 7 6 16—68 24 66,6
viral ethiology 2 — shingles meningitis and encephalitis
8 — Kkleszczowe zapalenie mézgu 9 /4 2 15—56 23 69,5
3 — tick encephalitis
4 — limfocytowe zapalenie opon i mézgu 149 95 54 14—45 202 62,3
4 — lymphocytic meningitis and encephalitis
1I
Zapalenie opon i mézgu o etio-
logii bakteryjnej 1 — ropne zapalenie opon i mézgu 104 79 25 15—74 206 29,1
1 — purulent meningitis and encephalitis
Meningitis and encephalitis of
bac‘erial ethiology 2 — leptospirowe zap-lenie opon 29 19 10 15—54 50 44,0

2 — leptospiral meningitis
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III
Zespoly podraznienia opon w za- 1 — zapalenie zatok obocznych nosa 28
kazeniach bakteryjnych 1 — inflammation of lateral nasal sinus
2 — zapalenie pluc 18
2 — bronchopneumonia
3 — angina ropna 34
3 — purulent angina
4 — zatrucie pokarmowe 11 61 49 14—75 110 28,1
Meningeal irritation syndromes 4 — gastric intoxication
in bacterial infections
5 — zapalenie pecherzyka #6lciowego i drég zélcio-
wych 6
5 — inflammation of biliary tracts and gallbladder
6 — zapalenie nerek 5
6 — nephritis
7 — inne zakaZenia bakteryjne 8
7 — other bacterisl infections
IV
Zespoly podraznienia opon w za- 1 — grypa 31
kazeniach wirusowych 1 — influenza
Meningeal “rrltatlon syndromes 2 — ostry niezyt gérnych drég oddechowych 23 57 56 15—62 113 44,2
in viral infections 2 — acute inflammation of the upper respiratory tract
3 — ostre choroby wysypkowe 49
3 — acute eruptive diseases
4 — inne infekcje wirusowe 8
4

— other viral infections

M — mezezyZni K — kobiety M — males F — females
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Tabela 2. Czesto$é wystepowsnia form przejSciowych w plynie mézgowo-rdzeniowym chorych na zapalenie ipodraznienie opon w zaleznoSci od etiologii i fazy choroby
Table 2. Frequency of occurrence of transient forms in the cerebro-spinal fluid of patients with meningitis and meningeal irritation depending on the ethiology and stage of the

disease

Grupa chorych

Acute period (1st—10th of the disease)

Ostry okres choroby (1—10 dzien)

Okres zdrowienia (powyzej 10 dni)

Reconvalescence period (above the 10th day)

Group of patients

Cytoza % badan 9% form % badan % form
w mm?3 Liczba z formami przejSciowych Cytoza Liczba z formami przejsciowych
od — do badan przejsciowymi od — do w mm? badan przejSciowymi od — do
Cytosis Number Tests with Transient Cytosis Number Tests with Transient
(mm?3) of tests transient forms (%) (mm3) of tests transient forms (%)
from — to forms (%) from — to forms (%) from — to
I — Wirusowe zapalenie opon i mézgu
Viral meningitis and encephalitis
1 — Swinkowe zapalenie opon
i zesp6l podraznienia opon 1—1429 85 82,3 1—23 1—1212 64 78,1 1—16
1 — parotitic meningitis
2 — polpascowe zapalenie opon
i moézgu 1—401 13 76,9 2—10 2—86 11 54,6 1—5
2 — shingles meningitis and
encephalitis
3 — Kkleszczowe zapalenle mézgu 71—1666 9 55,6 7—10 7—143 14 78,56 1—11
3 — tick encephalitis
4 — limfocytowe zapalenie opon
i mo6zgu 10—2165 118 68,6 1—19 1—820 174 58,0 1—29
4 — lymphocytic meningitis
and encephalitis
II — Bakteryjne zapalenie opon
Bacterial encephalitis
1 — ropne zapalenie opon i mézgu 118—137000 76 11,8 1—6 1—480 130 39,2 1—6
1 — purulent meningitis and
encephalitis
2 — leptospirowe zapalenie opon 1—982 21 38,0 1—33 3—544 29 48,2 1—28
2 — leptospiral meningitis
III — Zesp6l  podrazenienia  opon
w zakazeniach bakteryjnych 1—28 110 28,1 1—7 Nie badano
Meningeal irritation syndrome
in bacterial infections Not tested
IV — Zesp6l podraznienia opon w za-
kazeniach wirusowych 1—26 113 42,2 1—36 Nie badano

Meningeal irritation syndrome
in viral infections
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Tabela 3. Wyniki badari cytochemicznych i cytoenzymatycznych oraz aktywnosci fagocytarnej form przejsciowych plynu mézgowo-rdzeniowego

w poszczegélnych grupach chorych

Table 3. Results of cytochemical and cytoenzymatic studies and phagocytic activity tests with transient forms in the cerebro-spinal fluid in the particular

groups of patients

Esteraza
Liczba Liczba Reakcja PAS Lipidy Peroksydaza nieswoista Test NBT
chorych badan PAS reaction Lipids Peroxidase Nonspecific NBT test
esterase

Grupa chorych * % form prmis- n B R A e D e e T

Group of patients Number ~ Number  yjozba badah ciowych (4+)  Liczba badati Liczba badari Liczba badan Liczba badan
oL paviente OLiRats Number Transient Number Number Number Number

of tests forms of tests of tests of tests of tests
(%) (+)

Préba
lateksowa

Latex test

Liczba badan

Number
of tests

I — Zapalenie opon i mézgu

o etiologii wirusowej 4 253 28 (18) 4—46 28 (0) 28 (0) 79 (0) 45 (6)
Meningitis and encepha-
litis of viral ethiology

II — Zapalenle opon i mézgu
o etiologii bakteryjnej 63 245 25 (6) 5—40 25 (0) 25 (0) 80 (0) 45 (0)
Meningitis and encepha-
litis of bacterial ethiolo-
gy

IIT — Zesp6l podraznienia opon
w zakaZeniach bakteryj-
nych 31 53 17 (0) 18 (0)
Meningeal irritation syn-
drome in bacterial infec-
tions

IV — Zesp6! podraznienia opon
w zakazeniach wiruso-
wych 29 35 21 (0) 7 (0)
Meningeal irritation syn-
drome in viral infections

45 (10)

45 (0)

18 (0)

7 (0)

W nawiasach podano liczb¢ badan, w ktérych stwierdzono dodatnia reakcje cytochemiczna lub cytoenzymatyczna
In parentheses — number of tests that gave positive cytochemical or cytoenzymatic reaction.

(+) — odsetek form przejSciowych z dodatnia reakcja PAS
percentage of transient forms with positive PAS reaction.
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WNIOSKI

1. W 51,3% badanych osadéw plynu mozgowo-rdzeniowego chorych
na zapalenie i podraznienie opon o roznej etiologii, stwierdzono obec-
nos¢ atypowych limfocytow nazwanych formami przejSciowymi.

2. Najczesciej i w najwyzszym odsetku formy przejSciowe wystepo-
waly w plynie moézgowo-rdzeniowym chorych na wirusowe zapalenie
opon.

3. Obserwowane zmiany morfologiczne i cytochemiczne, a takze ba-
dania aktywnosci fagocytarnej oraz bakteriobdjczej opartej na reduk-
cji NBT sugeruja, ze formy przejsciowe plynu mozgowo-rdzeniowego
stanowig aktywny system komorkowy bedacy wyrazem reakcji obron-
nych toczacych sie w tkance oponowej w przebiegu chorob neuroin-
fekcyjnych.

K. Kyxapkcka-Jlemuyk, A. IToneBcka-Ecke

ATUIIMYHBIE JUMPOUIUTHI CIIMHHOMO3TOBOM KUJIKOCTU
B MEHMHI'MTAX U PA3JIPAZKEHMAX MOSIIOBBIX OBOJIOYEK

Peszwome

IIpy nmoMolM LMTOJOTMYECKMUX, UTOXMMMUYECKUX M LMUTOIH3UMATUHECKUX METOJOB
uccaeorRaJIM HaXOXKJeHMe, IOBeJeHMe M (DYyHKIMOHAJbHOE COCTOSHME aTUIMYECKUX
JAUMOIMTOB CIIMHHOMO3IOBOM KMIKOCTM B pPa3HbIX COCTOAHMAX Bocmasienmsa o060J0-
4YeK MO3ra M B CMHJAPOMe pazapazenusa obosodek mosra. IIpoBesn 967 pa3HbIX muccie-
noBaumit y 624 60sbHBIX. ATUMOMYHBIE JIUMMOLMTHI, Ha3bIBaeMble TaKiKe Iepexoj-
ubIMM bopmamyu, Habmozanu B 51%0 uccaeaoBaHHBIX NPO6 CHOMHHOMO3TOBOM IKMUI-
Koctu. Yamge Bcero M B caMbIM OonbuIioM npoueHTe 3T opmbl Habaiopaniym B cniuH-
HOMO3I'OBOM IKMJAKOCTM OOJIBHBIX BMPYCHBIM BocnajenueMm oboJiouek Mmosra. Habuiro-
nanyM 3HAYUTENBHYI0 MOPMOJIOrM4YecKyr Pa3HOBMAHOCTH MCCJIEAOBAHHBIX KJIETOYHBIX
9JIEMEHTOB, YTO MHOIJa 3aTPYAHANO uX A @epeHUMPOBKY. ATUNMYHBIE JIUMMMOLUTHI
obuapyxuBaiyu OTPUIATEJbHYIO PEAKUMI0 Ha HaJIU4YMe JIMIIMAOB, MMEJIONePOKCHUAA3bI
M HecreuM@puUUECKOM ScTepasbl, a TaKiKe MOoJIOXKMUTeNbHyl peakumio ITACK na na-
auune rauxoreHa. Kpome Toro obHapyeHO, YTO B HEKOTOPBLIX CAyd4aAX 9T JIUM-
dountsl obnagarT GarouuTapHbiMM ¥ OaKTEPOUMIAHBLIMM CBOMCTBaMu (IOTJIOLLIAXOT
YacTMUUBI JaTeKca M BOCCTAaHABJIMBAKOT HUTPOTeTpa3zoJbiay).

ITpoBeeHHbIE MCCIEeNOBAaHMA yKas3bIBAlOT, YTO B Pa3HbIX BOCHAJMUTEJbHBIX COCTOA-
HMAX 06osouexk MoO3ra, OCODEHHO BUPYCHOV STUOJOTMM, ATUIMYHBIE JUMGMOUMUTHI
CIIMHHOMO3IOBOM JKMAKOCTM IIPEACTABIAIOT AKTUMBHYIO KJETOYHYIO CHUCTEMy IIPUHM-
MaMLIYI0 y4yacTMe B MMMYHHBIX peakKuMaX.

K. Kﬁcharska-Demczuk, A. Polewska-Jeske .

ATYPICAL LYMPHOCYTES IN THE CEREBROSPINAL FLUID IN THE
INFLAMMATIONS AND IRRITATIONS OF THE MENINGES

Summary

The ‘behavior and activity of atypical lymphocytes of the cerebrospinal fluid
in various inflammatory states of the meninges and the brain, and in the menin-
geal irritation syndromes were examined with the use of a number of cytological,
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cytochemical and cytoenzymatic methods. The investigation included 967 tests on
624 patients. Atypical lymphocytes, also referred to as transitory forms, were
observed in 51% of the fluid samples. These forms most frequently accompanied
viral (parotitic) meningitis. The cellular elements showed a high morphologic
diversity, which in some instances made their investigation difficult. In the
cytochemical and cytoenzymatic tests, atypical lymphocytes gave a negative
reaction for the presence of lipids, myeloperoxidase and nonspecific esterase and
a positive reaction for the presence of glycogen. Beside that in a number of
cases, atypical lymphocytes were shown to possess phagocytic and bacteriocidic
activity (they adsorbed latex particles and reduced nitrotetrazolium blue).

The results indicate that in various inflammatory conditions, in particular with
viral ethiology, atypical lymphocytes of the cerebrospinal fluid constitute an
active cellular system participating in the immunological reactions.
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MIECZYSEAW WENDER, MIROSEAW KOZIK, ZOFIA ADAMCZEWSKA-
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BADANIA BIOCHEMICZNE I HISTOCHEMICZNE
ISTOTY BIALEJ MOZGU
U CHORYCH Z WIELOGODZINNYM
ODDECHEM KONTROLOWANYM *

Instytut Choréb Ukladu Nerwowego i Narzadéw Zmysiéw AM, Poznan
Dyrektor: prof. dr M. Wender

Wprowadzenie i szerokie zastosowanie w medycynie oddechu kon-
trolowanego u chorych z niewydolnoscia oddechowg postawilo pytanie
co do zmian zachodzgcych w moézgu w przypadkach z niepomysinym
przebiegiem choroby. Problem ten dyskutuje sie gléwnie pod katem
czy stwierdzone zmiany mozna uwaza¢ za znamienne dla tego zespoiu
chorobowego, co upowazniloby do okreslenia ich zbiorczym mianem
mozg respiratorowy.

Pomijajagc to zagadnienie, w niniejszej pracy zajeto sie wplywem wie-
logodzinnego oddechu kontrolowanego na stan istoty bialej moézgu oraz
stosunkiem wystepujacych tu odchylen od stwierdzanych w poczatko-
wych fazach chor6ob demielinizacyjnych. W tym celu przeprowadzono
biochemiczne badania lipidow mieliny moézgu oraz histochemiczne ozna-
czenia aktywnosci fosfataz, esteraz i oksydoreduktaz w neurogleju.

MATERIAL I METODY

Badany material obejmuje 12 przypadkéw (w wiekszo$ci choréb na-
czyniowych mozgu), w ktorych z powodu niewydolnosci oddechowej za-
stosowano kontrolowany oddech aparaturowy. Z materialu wylgczonc
przypadki z zatrzymaniem krazenia (cardiac arrest) oraz te, w ktorych
w obrazie klinicznym dominowaly objawy ostrej niewydolnosci kraze-
nia. Zestawienie podstawowych danych klinicznych badanych chorych
znajduje sie w tabeli 1. Przypadki podzielono na dwie podgrupy. Pierw-
szg ztozong z 8 chorych, u ktorych oddech aparaturowy stosowano przez
okres dluzszy niz 72 godziny, druga obejmujaca 4 przypadki, w ktérych
oddech kontrolowany trwal krécej niz 48 godzin.

* Praca cze$ciowo subsydiowana z umowy polsko-amerykanskiej NIH PL 480
nr 05-092-N.
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Autopsje wykonano w okresie od 2 do 6 godzin po Smierci, pobiera-
jac po ocenie makroskopowej moézgu, skrawki do badan biochemicz-
nych, histochemicznych i histopatologicznych.

Wyniki badan biochemicznych grupy patologicznej poréwnano z ana-
logicznymi oznaczeniami wykonanymi na istocie biatej pobranej w cza-
sie zabiegu operacyjnego, przy resekcji czesci niezmienionego makro-
skopowo plata mozgu, wykonanej ze wzgledu na koniecznos¢ dojscia
do gleboko potozonego ogniska chorobowego.

Metody biochemiczne. Frakcje mielinowa z istoty bialej moézgu izo-
lowano metoda opisana przez Horrocksa (1967). Skilad lipidowy okres-
lano po ekstrakeji wykonanej metoda Folch-Pi i wsp. (1957) i rozdziale
przy uzyciu chromatografii kolumnowej i cienkowarstwowej. Zawartosé
cerebrozydow i sulfatydow oznaczano metodg Radina i wsp. (1955), cho-
lesterolu metoda Sperry i Webba (1950), a fosfolipidow przy uzyciu
metody Bartletta (1959). Bardziej szczegélowy opis stosowanej metody-
ki znajduje sie w pracy Wendera i wsp. (1975).

Metody histologiczne. Badania histologiczne wykonano na materiale
utrwalonym w plynie Bakera po zatopieniu w parafinie. Stosowano na-
stepujace metody barwienia: Nissl, hematoksylina-eozyna, Kliiver-Bar-
rera, Kanzler oraz Sudan III i IV.

Metody histochemiczne. Dla oznaczen aktywnosci esteraz i fosfataz
material utrwalano przez 18 godz. w plynie Bakera w temp. 4°C. Ozna-
czenia enzymow oddechowych wykonano na nieutrwalonych skrawkach
kriostatowych. Dla wykazania kwasnej (E.C. 3.1.3.2.) i alkalicznej fos-
fatazy (E.C. 3.1.3.1.) stosowano metode Gomori’ego (1953). Pirofosfory-
laze fosforanu tiaminy (TPPaza; E.C. 2.5.1.) oznaczano metodg Novikof-
fa i Goldfishera (1961), a fosfohydrolaze ATP (ATPaza; E.C. 3.6.1.3.)
stosujac technike Wachsteina i Meisela (1957). Aktywnos¢ nieswoiste]j
esterazy (karboksyloesteraza; E.C. 3.1.1.1.) okreslano metodg Barnetta
i Seligmanna (1951) w modyfikacji Holta (1956). Dla wykazania acety-
locholinoesterazy (AChE; E.C. 3.1.1.7) i nieswoistej cholinoesterazy
(ChE; E.C. 3.1.1.8.) stosowano metode Koelle’go w modyfikacji Gereb-
tzoffa (1953).

Ryc. 1. Zmiany gabczaste w piramidach rdzenia przediuzonego. (H-E). Pow.
100 X.

Fig. 1. Spongy changes in spinal cord pyramids. H-E. X 100.

Ryc. 2. Rozrost astrogleju w istocie bialej plata czolowego. (Metoda Kanzlera).
Pow. 550 X.

Fig. 2. Proliferation of astroglia in the frontal lobe white matter. Kanzler. X 550.
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Aktywnos¢ oksydoreduktaz oznaczano w standardowym medium in-
kubacyjnym zawierajacym sol nitro BT tetrazolowa, przygotowanym
wedlug Pearse’a (1960), lacznie z odpowiednimi substratami przygoto-
wanymi wedlug Niwelinskiego (1963). Badano aktywnosé nastepujacych
oksydoreduktaz: a) dehydrogenazy glicero-3-fosforanowej (E.C. 1.1.1.8.)
— czas inkubacji 20 min.; b) dehydrogenazy mleczanowej (LDH — E.C.
1.1.1.27.)) — czas inkubacji 50 min.; c¢) dehydrogenazy B-hydroksyma-
slanowej (E.C. 1.1.1.30.) — czas inkubacji 60 min.; d) dehydrogenazy
glukozo-6-fosforanowej (E.C. 1.1.1.49.) — czas inkubacji 30 min.; e) de-
hydrogenazy bursztynianowej (E.C. 1.3.99.1.) — czas inkubacji 30 min.;
f) dehydrogenazy izocytrynianowej (E.C. 1.1.1.41). — czas inkubacji
35 min.; g) dehydrogenazy zredukowany NADP-tetrazol (E.C. 1.6.66.1.)
— czas inkubacji 35 min.

WYNIKI

W badaniach makroskopowych moézgu oprocz zmian zwigzanych z cho-
robg podstawowsg (krwotok mozgowy lub podpajeczynéwkowy, rozmie-
kanie, glejak) stwierdzono obnizenie spoistosci istoty biatej. W niekto-
rych przypadkach zmiany te byly tak nasilone, ze przypominaly po-
$miertng autolize. W badaniach histologicznych stwierdzono w wiek-
szosci przypadkow zmiany gabczaste w roéznych strukturach istoty bia-
tej (ryc. 1), a w niektorych rowniez miejscowy przerost astrogleju widk-
nistego (ryc. 2). Zestawienie wynikow badan morfologicznych znajduje
sie¢ w tabeli 1.

Badania histoenzymatyczne wykazaly w przerosnietych astrocytach
wysoka aktywnos¢ TPPazy i ATPazy oraz czesciowo fosfatazy kwas-
nej (ryc. 3, 4). Ponadto w obrebie istoty biatej dochodzilo do wzrostu
aktywnosci esteraz nieswoistych w wielu oligodendrocytach (ryc. 5). Na
ogol w badanym materiale nie obserwowano aktywnosci enzymow oksy-
doredukcyjnych. Jedynie w odniesieniu do dehydrogenazy a-glicero-
fosforanowej mozna bylo wielokrotnie zaobserwowa¢ wzrost odczynu
enzymatycznego w przerosnietych astrocytach istoty bialej (ryc. 6). Nie
stwierdzono w neurogleju aktywnosci acetylocholinoesterazy i choli-
noesterazy nieswoistej.

Ryc. 3. Duza aktywno$¢ ATPazy w neurogleju zakretu przedsrodkowego. Pow.
500 X

Fig. 3. High ATP-ase activity in the premedial gyrus neuroglia. X 500.
Ryc. 4. Aktywno$¢ TPPazy w sScianach naczyn i w astrogleju protoplazmat)c'-
nym w prazkowiu. Pow. 120 X.

Fig. 4. TPP-ase activity in the wvascular walls and protoplasmic astroglia in
striatum. X 120.
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Tabela 1. Zestawieaie podstawowych danych klinicznych i anatomopatologioznych

Table 1. Summary of basic clinical and anatomopathological data

Wiek Czas trwania oddechu
Nr przyp. (lata) Rozpoznanie kontrolowanego (godz) Charakterystyczne zmiany morfologiczne w moézgu
Case no. Age Diagnosis Duration of controlled Characteristic morphological changes in the brain
(years) respiration (hours)
1 56 Krwotok dokomorowy 132 Krew w komorach mézgu. Liozne rozsiane ogniska roz-
migkania w istocie szerej i biale] mézgowia.
Intraventricular Blcod in cerebral ventricles. Numerous disseminated foci
hemorrheage of malacia in the grey and white matter of the brain
2 43 Krwotok podpajeczy- 82 Krew w przestrzeniach podpajeczynéwkowych. Mnogie
néwkowy krwinkotoki okolonaczyniowe. Rozlegle zmiany zwyrodnie-
niowe neurocytéw moézgowia.
Subarachnoidal Blood in subarschnoidal spaces. Numerous p3rivascular
hemorrhage erythrorrhages. Wide-spread degenerative changes in neuro-
oytes.
3 14 Guz modzgu 76 Skapodrzewiak plata ciemieniowego. Ognisko krwotoezne
w ozesci grzbietowsj mostu.
Cevebral tumor Oligodendroglioma of parietal lobe, hemorrhagic focus in
the dorsal part of pons.
4 74 Krwotok moézgowo-pod- 78 Ognisko krwotoczne w lewej pélkuli mézgu. Rozlegla
it pajeczynéwkowy martwica warstwy ziarnistej mézdzku.
Cerebro-subarachnoidal Hemorrhegic focus in left cerebral hemisphere. Diffuse
hemorrhage necrosis of the granular layer of cerebellum.
5 68 Rozmigkanie mézgu 77 Zawal krwisty plata czolowego. Ogniskowa martwida

Encephalomalacia

[

warstwy ziarnistej kory moézdzku.
Plethoric infarct of frontal lobe. Fooal necrosis of the
granular layer of cerebellar cortex.
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6 47 Krwotok mézgowo-pod- 116 Ognisko krwotoczne w prawe) pélkuli mézgu. Rozlane
pajeozynéwkowy zmiany zwyroduieniowe neurocytéw moézgowia. Zmiany
gabozaste istoty bialej pétkuli mézgu.
Cerebro-subarachnoidal Hemorrhagic focus in right cerebral hamisphere. Diffuse
hemorrhage degenerative changes in neurocytes. Spongy degeneration
of the white matter of cerebral hemispheres.
¢/ 40 Guz mézgu 101 Gabozak wielopostaciowy plata skroniowego. Zmiany zwy-
rodnieniowe neurocytéw jader kresomézgowia.
Cerebral tumor Multiform spongioblastoma of temporal lobe. Degenerative
changes in neurocytes of telencephalic nuclei.
8 51 Krwotok mézgowo-pod- 96 Ogniska krwotoczne w lewej péitkuli mézgu oraz w modcie.
pajeczynéwkowy
Cerebro-subarachnoidal Hemorrhagic foci in left cerebral hemisphere and in pons.
homorrhage
9 48 Guz moézgu 8 Gabezak wielopostaciowy plata czolowego. Obrzek moézgu.
Cerebral tumor Multiform spongioblastoma of frontal lobe. Cerebral edema.
10 69 Krwotok mézgowo-pod- 40 Ognisko krwotoczne w lewej pétkuli mézgu.
pajeczynéwkowy
Cerebro-subarachnoidal Hemorrhagic focus in left cerebral hemisphere.
hemorrhag»
11 65 Krwotok mézgowo-pod- 37 Ognisko krwotoczne w placie ciemieniowym. Mnogie ogniska
pajeczynéwkowy rozmigkania w moézgu. Martwica warstwy ziarnistej
mézdzku.
Cerebro-subarachnoidal Hemorrhagic focus in parietal lobe. Numerous foci of ence-
hemorrhage phalomelecia. Necrosis of the granuler layer of cerebellum
12 69 Krwotok moézgowo-pod- 5 Ognisko krwotoczne w prawej pétkuli mézgu.

pajeczynéwkowy
Cerebro-subarachnoidal
hemorrhage

Hemorrhagic focus in right cerebral hemisphere.
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Zawartos¢ poszczegdlnych lipidow frakcji mielinowej mozgu wyka-
zala, w poréwnaniu z normalnym spektrum, tylko niewielkie odchyle-
nia w postaci wzrostu zawartosci kwasow fosfatydylowych i estrow
cholesterolu. Na uwage zasluguje prawidlowa zawartos¢ plazmalogenu
oraz lizofosfatydow. Powyzsze wyniki przedstawione sg szczegélowo
w tabeli 2. Spektrum fosfolipidow mieliny rozpatrywane oddzielnie,
wyrazone w odsetkach calkowitej zawartosci fosfolipidow mieliny po-
twierdzilo wzrost zawartosci kwasow fosfatydylowych. Dane liczbowe
tych oznaczen zawarte sg w tabeli 3.

OMOWIENIE

Patomechanizm powstawania zmian mézgowych przy wielogodzinnym
stosowaniu oddechu kontrolowanego jest bardzo zlozony, ze wzgledu
na wspolistnienie szeregu czynnikow patogennych. Niezaleznie od cha-
rakteru sprawy podstawowej, zastosowanie oddechu kontrolowanego
nastepuje po wystapieniu niewydolnosci oddechowej, ktéra przez roz-
ny okres czasu wywolywala zaburzenia w przemianach ustrojowych,
wskutek zmniejszenia doplywu tlenu do moézgu.

Ze wzgledu na duzy wplyw ostrego zatrzymania krgzenia krwi (car-
diac arrest) na istote bialg mozgu, doprowadzajgcego niekiedy do roz-
lanego zespolu mielinopatii (Meyer 1961; Wender i wsp., 1964; Coquet
i wsp., 1973), wylgczono z badanego materiatu przypadki wspoélistnienia
zatrzymania krgzenia i niewydolnosci oddechowej. Niezaleznie jednak
od tego, w okresie niewydolnosci oddechowej uklad krgzenia wykazy-
wal odchylenia o réznym charakterze i nasileniu, stad tez nie mozna
rowniez i tego czynnika calkowicie poming¢ w patomechanizmie zmian
mozgowych. Dlatego tez, mowigc o wplywie oddechu kontrolowanego
na mozg, mamy na mysli zespdét kliniczny, obejmujacy szereg czyn-
nikow patogennych, z ktérych dominujagcym bylo wielogodzinne sto-
sowanie oddechu kontrolowanego.

W badaniach histochemicznych przeprowadzonych w zespole oddechu
kontrolowanego stwierdzono w przerostowych astrocytach wzrost ak-
tywnosci enzymow lizosomalnych oraz niskg aktywnos¢ enzymow ok-
sydoredukcyjnych. To ostatnie spostrzezenie odbiega w znacznym stop-

Ryc. 5. Aktywnos$¢ esterazy nieswoistej w oligodendrogleju plata czolowego.
Pow. 120 X.

Fig. 5. Nonspecific esterase activity in the frontal lobe oligodendroglia. X 120.

Ryc. 6. Aktywnos$¢ dehydrogenazy a-glicerofosforanowej w pojedynczych astro-
cytach torebki wewnetrznej. Pow. 120 X.

Fig. 6. a-glycerophosphate dehydrogenase activity in single astrocytes of the
internal capsule. X 120.

Neuropatologia Polska — 8
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Tabela 2. Zawarto$é lipidow mieliny mézgu w przypadkach
Table 2. The lipid content of the cerebral myelin in

Liczba Kwas
Material badany Dl'zky;::d- fosfaty doywe Sfingomieliny Lecytyny Lizolecytyny

Examined material Hiiaine FroRphatig Sphingomyelins Lecithins Lysolecithins

of cases acids

Przypadki kontrolne 4 0 6,240,4 11,5+0,5 1,5+0,8
Control cases N
Calo§é materialu po oddechu kontro-

lowanym 12 1,640,7 7,3+0,4 11,3+0,4 1,4+0,4
Total material after controlled respi-

ration
Przypadki z oddechem kontrolowa-

nym dluzszym niz 72 godz. 8 1,1+0,6 7,0+0,4 11,34+0,6 1,2+0,3

Cases with controlled respiration
longer than 72 hrs

Przypadki z oddechem kontrolowa-
nym krétszym niz 48 godz. 4 2,140,6 7,94+1,2 11,3+1,2 1,940,7

Cases with controlled respiration 3= et
shorter than 48 hrs.

Srednia + Sredni blad Sredniej. Mean + SEM
Roéznice istotne podkreSlono
Significant differences underlined

niu od wynikow wielu badan enzymatycznych, w ktoérych opisano hi-
peraktywnos$¢ szeregu enzymoéw oddechowych jako ceche znamienna
dla przerostowego astrogleju (Mossakowski 1963; Adams 1965).
Stwierdzony przez nas wzrost aktywnosci fosfataz (kwasnej, ATPazy
i TPPazy) w astrogleju i nieswoistej esterazy w oligodendrogleju istoty
bialej jest zjawiskiem wystepujgcym w calym szeregu procesow pato-
logicznych prowadzacych do uszkodzenia ostonek mielinowych (Wender,
Kozik 1978). Jest interesujace, ze pomimo tego wzrostu aktywnosci en-
zymatycznej komorek oligodendrogleju, wskazujacego na ich przejscie
w posta¢ czynng, w badaniach biochemicznych stwierdzono tylko poczat-
kowe objawy uszkodzenia mieliny. Moze to $wiadczy¢ o tym, ze w nie-
ktorych stanach patologicznych zmiany w oligodendrogleju moga wy-
przedza¢ demielinizacje. Na uwage zastuguje réwniez nieznaczna ak-
tywnos¢ enzymoéw oksydoredukcyjnych w oligodendrogleju istoty bia-
tej, z ktérych jedynie aktywnos¢ dehydrogenazy a-glicero-3-fosforano-
wej byla wzmozona. Znajduje sie to w wyraznym przeciwienstwie do
zmian stwierdzanych w typowych stanach chorobowych poltgczonych
z uszkodzeniem oslonek mielinowych, jak stwardnienie rozsiane czy
leukoencefalopatia cyjanowodorowa (Ibrahim 1965; Wender i wsp.
1972). Sadzimy jednak, ze byloby nadmiernym uproszczeniem probowac
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oddechu kontrolowanego (w % ogélnej zawartosci lipidow mézgn)
cases of controlled respiration (% of total lipids content)

Serynofosfaty- Etanolo- Ogélna

Plazmalo- Owslua Est Cerebro:
dy + Inozyty-  amino- ‘eu zawarlo§¢ Cholesterol cho]estgolu = a N Sulfatydy zawarto$é
lofosfatydy fosfatydy = fosfatydow U glikolipidéw
Serinephos- Ethanola- Total Total
phatides -+ mine Plasma-  phosphati- Cholesterol ~ Cerebrc-  Sulphati-
, ) Cholesterol X glycolipids
Inositylphos- phosphati- logen des esters sides des
: content
phatides des content
5,740,656 2,64-0,3 11,64+0,2 39,1+1,1 32,840,6 0,2+0,1 22,4+1,2 5,6+0,6 27,9+1,3
4,61£0,5 3,6+0,4 9,9+06,9 39.6+1,3 26,9+1,1 1,240,3 25,3+1,5 7,04+0,7 32,3+1,8
4,940,7 3,6+0,6 98+1,8 39,0+1,0 26,04+1,1 1,3+0,5 26,0 +2,0 7,7+0,9 33,74+2,5
4,2+0,8 3,440,6 10,3+1,1 41,1+1,4 28,042,0 1,3+0,2 23,8+1,8 5,840,7 29,6 +1,6

wigza¢ stwierdzong niska aktywnos$¢ enzymow oddechowych w neuro-
gleju z ogolnoustrojowag niewydolnoscig oddechowa, wobec bardzo zlo-
zonego patomechanizmu zmian w zespole oddechu kontrolowanego.

Wyniki badan biochemicznych wskazujg, ze w warunkach wielogo-
dzinnego oddechu kontrolowanego zostaje uszkodzona roéwniez mieli-
na. Zaobserwowane zmiany, takie jak znaczny wzrost zawartosci est-
row cholesterolu i kwasoéw fosfatydowych sa znamienne dla poczitko-
wych stadiow proceséw demielinizacyjnych, tak w patologii ludzkiej,
jak i doswiadczalnej (Wender, Pankrac 1976; Wender i wsp. 1978 a,
b). Na podstawie tych ostatnich badan stoimy na stanowisku, ze ilos¢
estryfikowanego cholesterolu w mézgu znajduje sie w stanie dyna-
micznej rownowagi z pulg niezestryfikowanych kwaséw tluszczowych
1 wolnego cholesterolu. Pod wplywem czynnikéw patologicznych dzia-
lajagcych na aktywno$¢ enzymoéw katalizujgcych hydrolize estrow
i estryfikacje wolnego cholesterolu oraz zmieniajgcych aktualne ste-
zenie i sklad substratow, podwyzsza sie zawartos¢ estrow cholesterolu
w mielinie juz w poczgtkowym okresie uszkodzenia ostonek, nieza-
leznie od podzniejszego procesu gromadzenia i transportu tego zwigzku
przy fagocytarnej rozbiorce skladnikéw chemicznych mieliny w dal-
szych etapach jej rozpadu.
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Tabela 3. Zawartogé fosfolipidéw mieliny istoty bialej mézgu w przypadkach oddechu kontrolowanego (w %, ogélnej zawartosei fosfolipidow)

Table 3. The content of myelin phospholipids of the cerebral white matter in cases of controlled respiration (% of total phospholi-
pids content)

Serynofos-
fatydy -+
Liczba Kwasy Sfingomieli- Lyzoleeyty- Inosytylo- Etanoloami-
Material badany przypadkéw fosfatydowe ny Lecytyna na fosfatydy mnofosfatydy Plazmalogen
Examined material Number Phosphati-  Sphingo- Lecithin  Lysolecithin Serinophos- Ethanolami- Plasmalogen
of cases dic acids myelins phatides + nephospha-
Inosityl- tides
phosphati-
des
Przypadki kontrolne 4 0 15,840,6 29,441,0 3,7+1,9 14,6 41,6 6,8+1,0 29,7+1,2
Control cases
Calo$¢ materialu po oddechu kon-
trolowanym 12 3,9+1,2 18,6-+-1,4 28,6 +1,7 3,740,9 11,6 41,2 8,7+1,0 25,04+1,8
Total material after controlled T e,
respiration
Przypadki z oddechem kontro-
lowanym dluzszym mniz 72 8 2,8+1,4 18,0+1,6 30,04-21,9 3,240,8 12,3+1,4 9,2+1,4 24,56+2,3
godz.
Cases with controlled respiration
longer than 72 h.
Przypadki z oddechem kontrolo-
wanym krétszym niz 48 godz. 4 5,1+1,4 19,44-2,9 27,0424 4,64-1,7 10,6 1,8 8,1+1,2 25,34-2,7

Cases with controlled respiration
shorter than 48 h.

Srednia -+ éredni blad Sredniej
Mean + SEM

Réznice istotne podkreslono
Significant differences underlined
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Znaczne nagromadzenie kwasow fosfatydowych, spotykane w po-
czatkowym okresie demielinizacji nie jest latwe do wytlumaczenia.
Kwasy fosfatydowe sa wspélnym prekursorem fosfatydow i trojglice-
rydow, a rownoczesnie stanowig produkt rozpadu fosfatydéw. Mozna
przeto przypuszcza¢, ze niewyréwnana synteza fosfatydow lub tlusz-
czow obojetnych, a takze podwyzszenie aktywnosci fosfolipazy D, mo-
ze prowadzi¢ do odszczepienia zasady azotowej od fosfatydow. Ta
ostatnia mozliwos¢ wydaje sie najbardziej prawdopodobna, poniewaz
histoenzymatycznie stwierdzono podwyzszenie aktywnosci enzymow li-
zosomalnych.

Brak innych odchylen w skladzie lipidowym ostonek mielinowych,
poza podwyzszeniem zawartosci estrow cholesterolu i kwasow fosfa-
tydowych wskazuje, ze uszkodzenie mieliny w czasie wielogodzinnego
oddechu kontrolowanego nie weszlo jeszcze w faze szybkiego rozpa-
du, dajacego sie stwierdzi¢ histologicznie.

M. Bengep, M. Ko3uk, 3. AzamueBcka-I'oncexesuu, fI. Craumcnascka, f. ITankpaig

XUMMYECKUE U TUCTOXMMMUYECKUE UCCIIEJOBAHUA BEJIOTO
BEITECTBA MOS3TA ¥V BOJIBHBIX
C MHOT'OYACOBBIM KOHTPOJIMPYEMBIM JABIXAHUEM

Pe3wome

XuMuyeckue ¥ THUCTOXMMMYECKME MCCJIeNOBAHUA JIMIMAOB MO3ra M TIMCTOXUMMU-
yecKMe OInpejesieHMs aKTUBHOCTM B HEMpPOramu psaaa sH3uMoOB (cocdaras, screpas
M OKCHUAOPeAyKTa3) NpoBOAMIM y 12 6GOJBHBIX, Yy KOTOPBIX M3-3a HEAOCTATOYHOCTU
AbIXalMsa NPUMMEHAJIM B TeYeHMe MHOI'MX 4YacOB JbIXaHMe C IIOMOLIBI0 pecnuparopa.

PesyneraTel MCCIeQOBaHMII NPUBEJIM K CIEAYIOLIMM 3akjodyenusam: 1) B runep-
Tpo(hMpOBaHHBIX acTpouutax Oesoro BellecTBa OOHApyzKMBaeTCA yBeJudeHMe aKTUB-
HOCTHM JIM3030MaJIbHBIX 9H3MMOB M HM3KYH aKTMBHOCTH OKCUAOPEAYKIMOHHBIX SH3U-
MOB. 2) Oauropenpporaus 6esioro BellecTBa obHapyzKuBaeT yBeJdudeHME AaKTUBHOCTU
docdaras (xkucnoir, ATP-a3pr, TDDP-a3b1) 1 HecneuM@UIECKO scTepasbl npu ciaboit
aKTMBHOCTM JerujporeHas. 3) B 0Oenom BeljecTBe Mo3ra oOOHapyXuBaeTcs yBelu-
yeHue cojepxaHusa 9(UPOB XoJjecTeposia M (ocdaTHbIX KMUCJIOT, YTO yKa3bIBaeT
Ha HAYAJbHYIO CTAAMIO IIOBPEXAEHUS MMUEeJIMHOBBIX obosouexk. 4) OTcyTcTBME APYTUX
HapyLUeHM) JMUMIMAHOTO COCTaBa MMEJMHOBBIX 000J04YeK CBUAETEJILCTBYET O TOM,
4YTO IIOBPEXJEHMEe MMeJIMHA He IIePeXOJUT BO BpeMs AbIXaHMUA C IIOMOILIBIO pecly-
paTopa B Te4YeHMEe MHOTMX 4JacoB B a3y ObicTporo pacmnaja. 5) YBeJuueHue aKTUB-
HOCTYM JIM3030MaJIbHBIX 9H3MMOB OJIMIOJEHAPOrany, HabiroaemMoe yzKe B HadalJlbHOM
dhaze noBpexRAeHMs MMeJuHa COHApyzXKMBaeT, YTO B HEKOTOPBIX IATOJIOIMYECKUX
COCTOSAHMAX M3MEHEHMs B OJUIOJAEHAPOTJMM MOTYT IIpeJIIecTBOBaTL JeMUEIUHU-
3aUN.
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M. Wender, M. Kozik, Z. Adamczewska-Goncerzewicz, J. Stanistawska, J. Pankrac

BIOCHEMICAL AND HISTOCHEMICAL STUDIES OF THE CEREBRAL WHITE
MATTER IN PATIENTS WITH HOUR-LONG CONTROLLED RESPIRATION

Summary

Chemical studies of the brain lipids and histochemical assays of a number of
enzymes (phosphatases, esterases and oxidoreductases) in the neuroglia were per-
formed in 12 cases of patients subjected to hour-long controlled respiration applied
due to respiratory insufficiency. The following was concluded: 1) Hypertrophied
astrocytes of the white matter are characterized by an increased activity of the
lysosomal enzymes and a low activity of redox enzymes. 2) Oligodendroglia of the
white matter shows enhanced activities of phosphatases (acid, ATP-ase and TPP-
-ase) and nonspecific esterase, but weak reactions for dehydrogenases. 3) There
is an increase of the cholesterol esters and phosphatidic acids content in the
cerebral white matter, which is indicative of the early stage of the myelin sheaths
impairment. 4) The absence of other irregularities in the lipid composition of
the myelin sheaths indicates that the slight myelin impairment does not develop
into the stage of rapid degradation in the course of hour-long instrument-con-
trolled respiration. 5) The increased activity of the oligodendroglial lysosomal
enzymes observed already at the early stage of myelin impairment indicates that,
in some pathological conditions, the changes in oligodendroglia may preceed
demyelination.
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TERESA WIERZBA-BOBROWICZ

OBRAZ MIKROSKOPOWO-ELEKTRONOWY MOZGU SZCZURA
W OSTREJ DOSWIADCZALNEJ HIPOGLIKEMII

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

Przeprowadzone poprzednio badania wykazaly, ze krotkotrwala,
ostra hipoglikemia u szczura prowadzi do rozwoju zmian struktural-
nych w OUN, ktére wobec wykluczenia wpltywu zaburzen mikrokra-
zenia moézgowego, mozna traktowaé¢ jako nastepstwo ,,czystego” nie-
docukrzenia (Wierzba-Bobrowicz 1979). Zmiany te, w wiekszosci od-
wracalne, dotyczyly neuronow i wyrazaly sie mikrowakuolizacjg ich
cytoplazmy lub nadbarwliwoscig i obkurczeniem komoérek nerwowych.
Tego typu nieprawidlowosci stanowig wg Brierleya i wsp. (1971 a)
charakterystyczne wczesne nastepstwo niedostatku tlenowego, nieza-
leznie od rodzaju niedotlenienia. Obserwowano je zaré6wno w modelu
prostej hipoksji in vivo (Hager i wsp. 1960), jak i in vitro (Krasnicka
i wsp. 1974), w modelu anoksyjno-ischemicznym (Brown, Brierley
1968), w przypadku glebokiego podcisnienia (Brown i wsp. 1969), w za-
truciu tlenkiem wegla i cyjankami (Schwedenberg 1959; Brierley
1977) oraz w warunkach przedluzonej kontrolowanej hipoglikemii
(Brierley i wsp. 1971 b). McGee-Russel i wsp. (1970) wykazali, ze
przyczyng mikrowakuolizacji neuronoéw jest uszkodzenie struktur blo-
niastych ich perikarionoéw, przede wszystkim mitochondriow.

Zroznicowany patomechanizm zaburzen zalezny od typu niedotle-
nienia, pomimo wspélnego wykladnika zmian w mikroskopie swietl-
nym, znajduje niekiedy odbicie w odrebnosciach w obrazie zmian
ultrastrukturalnych.

W dostepnym piSmiennictwie nie znaleziono opracowania zmian mi-
kroskopowo-elektronowych w mozgu w warunkach ostrego niedocuk-
rzenia, w zwiazku z tym wydalo sie celowe poszerzenie naszych ob-
serwacji patomorfologicznych o badania ultrastruktury.

Praca wykonana w ramach problemu wezlowego 10.4.2.
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MATERIAL I METODY

Doswiadczenia przeprowadzono na dwumiesiecznych szczurach rasy
Wistar, obu plci. Przed podaniem insuliny odstawiono szczurom na
24 godz. staly pokarm, pozostawiajac im swobodny dostep do wody.
Zwierzetom wstrzykiwano podskornie, jednorazowo, insuline krysta-
liczng (Polfa), w dawce 0,5 jm/100 g ciezaru ciala, przyjetej na pod-
stawie wynikéw poprzednich badan (Wierzba-Bobrowicz 1979). Powo-
dowala ona u dorostych szczuréow obnizenie zawartosci glukozy we
krwi ponizej 20 mg% na okres okoto 2 godz. i prowadzila do wystapie-
nia krotkotrwalej $pigczki, ustepujgcej samoistnie u wiekszosci zwie-
rzat. Obserwacje kliniczne oraz zmiany zawartosci glukozy we krwi
zwierzat doswiadczalnych po wstrzyknieciu insuliny opisano w po-
przedniej pracy. Material kontrolny stanowily szczury w tym samym
wieku, ktorym wstrzyknieto podskoérnie fizjologiczny roztwor NaCl.
Zwierzeta usmiercano w 1, 3, 6 i 24 godz. po wstrzyknigciu insuliny.
Kazda grupa obejmowala 3 zwierzeta doswiadczalne i 1 zwierze kont-
rolne. W momencie konczenia do$wiadczenia szczury usypiano przy
pomocy eteru, po czym wykonywano przezsercowa perfuzje, poczatko-
wo plynem fizjologicznym z dodatkiem heparyny, a nastepnie 3% roz-
tworem aldehydu glutarowego w buforze kakodylowym. Z moézgoéw wy-
jetych z jamy czaszki pobierano z okolicy ciemieniowej kory, za-
kretu hipokampa i mézdzku, bloczki tkanki o wymiarach okolo 1 mm?3.
Wycinki detrwalano w roztworze aldehydu glutarowego w buforze
kakodylowym, odwadniano w etanolach o wzrastajgcym stezeniu,
a nastepnie zatapiano w Eponie 812. Z bloczkéw eponowych skrawa-
no na ultramikrotomie f-my LKB polcienkie skrawki o grubosci
1 nm, ktére barwiono blekitem toluidyny i ogladano w mikroskopie
swietlnym oraz ultracienkie skrawki, ktére po nalozeniu na siatki
kontrastowano octanem uranylu i cytrynianem olowiu. Obserwacje
przeprowadzano i zdjecia wykonywano w mikroskopie elektronowym
JEM-TA.

WYNIKI

Zwierzeta kontrolne

W badaniu mikroskopowo-elektronowym stwierdzono cechy dobregn
utrwalenia tkanki nerwowej. Badane elementy strukturalne kory moz-
gu, zakretu hipokampa i mozdzku mialy prawidlowy wyglad.

Zwierzeta doSwiadczalne

W skrawkach polcienkich, oglagdanych w mikroskopie s$wietlnym,
obserwowano liczne, réznej wielkosci mikrowakuole rozsiane nieregu-
larnie w cytoplazmie neuronéw, a niekiedy obecne réwniez w neuro-
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pilu (ryc. 1). Zmiany te byly najbardziej nasilone w 1 i 3 godz. pc
wstrzyknieciu insuliny. Wiekszg liczbe wodniczek obserwowano w pe-
rikarionach neuronéw kory mozgu i komoérek Purkinjego moézdzku,
mniejszg w neurocytach zakretu hipokampa. W 6 godz. liczba wodni-
czek w neuronach wszystkich badanych struktur byla mniejsza, a u
szczuro6w z 24 godz. przezyciem spotykano je tylko sporadycznie.

Ryc. 1. Szczur z 1 godz. przezyciem po wstrzyknieciu insuliny. Widoczna mikro-
wakuolizacja cytoplazmy komoérek Purkinjego. Skrawek eponowy poélcienki. Ble-
kit toluidyny. Pow. 1600 X,

Fig. 1. Rat with 1 h survival after insulin injection. Microvacuolization of Pur-
kinje cells cytoplasm. Epon semithin section. Toluidine blue. X 1600.

Badania mikroskopowo-elektronowe

W 1 godz. po wstrzyknieciu insuliny, najwieksze zmiany obserwo-
wano w neuronach i to zarowno kory ciemieniowej, jak i komorek
Purkinjego moézdzku. W tym czasie prawie wszystkie mitochondria w
perikarionach komorek Purkinjego wykazywaly obrzmienie z uszko-
dzeniem grzebieni mitochondrialnych (ryc. 2). Zmienione mitochond-
ria spotykano niekiedy rowniez w wypustkach komoérek nerwowych.
Uszkodzeniu mitochondriow towarzyszylo poszerzenie kanaléw apara-
tu Golgiego oraz siatki srédplazmatycznej szorstkiej. Takie same zmia-
ny obserwowano w neuronach kory ciemieniowej mézgu i to zaréwno
w matlych, jak i duzych komoérkach nerwowych. Natomiast w neuro-
nach zakretu hipokampa najwieksze zmiany dotyczyly siatki s$rod-
plazmatycznej szorstkiej i aparatu Golgiego, a obrzmienie i uszkodze-
nie struktur bloniastych mitochondriow bylo mniej nasilone (ryc. 3).
W zadnej z badanych okolic nie znaleziono zmian w ostonkach mie-
linowych i w obrebie zakonczen synaptycznych. Elementy $cian na-
czyn wlosowatych byly niezmienione, natomiast przynaczyniowo spo-
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tykano obrzmiale wypustki astrocytarne, w ktorych tylko sporadycz-
nie obserwowano obrzmiate mitochondria.

U szczuréw z 3 godz. przezyciem, charakter i nasilenie uszkodzen
w komoérkach nerwowych nie uleglo zasadniczym zmianom. Ponadto
w tym czasie poszerzone kanaly siatki $rodplazmatycznej szorstkiej
byly pokryte mniejsza iloscia rybosomoéw, obserwowano natomiast
zwiekszenie ilosci polirybosomow. Czesciej spotykano obrzmiate wy-
pustki astrocytarne, zarowno przynaczyniowo jak i poza nimi.

W 6 godz. od wstrzykniecia insuliny, nasilenie zmian w mitochond-
riach komoérek nerwowych wszystkich badanych struktur anatomicz-
nych bylo mniejsze. W pojedynczych neuronach, wsréd dosy¢ licznych
obrzmiatych mitochondriow pozbawionych calkowicie lub czgSciowo
grzebieni, spotykano mniej lub bardziej liczne mitochondria o prawid-
lowym wygladzie (ryc. 4). Natomiast kanaly siatki srodplazmatycznej
szorstkiej oraz aparatu Golgiego byly nadal poszerzone. Skupienia po-
lirybosoméw byty liczne (ryc. 5). Nadal spotykano obrzmiate wypustki
astroglejowe.

Po uplywie 24 godzin od podania insuliny, tylko nieliczne mito-
chondria wykazywaly cechy uszkodzenia. Wiekszos¢ mitochondriéw
miata prawidlowo uksztaltowane grzebienie (ryc. 6). Aparat Golgiego
w komorkach nerwowych mial prawidlowy wyglad lub wykazywal
jedynie nieznaczne poszerzenie kanalow. Tylko sporadycznie spotyka-
no rozdete kanaly siatki $rodplazmatycznej szorstkiej, natomiast na-
dal obserwowano skupienia polirybosomoéw i obrzmienie niektérych
wypustek astroglejowych (ryc. 7).

OMOWIENIE

Z przeprowadzonych badan wynika, ze ostre niedocukrzenie prowa-
dzi do rozwoju glebokich zaburzen ultrastrukturalnych moézgu szczu-
ra. Stwierdzone nieprawidlowosci dotyczyly przede wszystkim peri-

Ryc. 2. Szczur z 1 godz. przezyciem po podaniu insuliny. Fragment komorki
Purkinjego. Obrzmienie mitochondriow niemal calkowicie pozbawionych grzebie-
ni. Widoczne poszerzenie kanalow aparatu Golgiego i siatki $roédplazmatycznej
szorstkiej. Pow. 14 000 X.
Fig. 2. Rat with 1 h survival after insulin injection. Fragment of Purkinje cell.
Swollen mitochondria almost completely devoid of mitochondrial cristae, dila-
ted channels of rough endoplasmic reticulum and Golgi apparatus X 14 000.

Ryc. 3. Szczur z 1 godz. przezyciem po wstrzyknigciu insuliny. Fragment neuronu
zakretu hipokampa. Znaczne poszerzenie kanaldéw siatki srédplazmatycznej i apa-
ratu Golgiego. Mniej nasilone uszkodzenie mitochondriéw. Pow. 24 000 X.
Fig. 3. Rat with 1 h survival after insulin injection. Fragment of hippocampal
neuron. Marked dilatation of channels of endoplasmic reticulum and Golgi appa-
ratus. Mitochondrial abnormalities less pronounced. X 24 000.
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Rye. ‘4. Szczuy z przezyciem 6 godz. po wstrzyknieciu insuliny. Fragment ko-
morki Purkinjego. Widoczne mitochondria o prawidlowej budowie i poszerzone
kanatly aparatu Golgiego. Pow. 12000 X.

Fig. 4. Rat with 1 h survival after insulin injection. Normal mitochondria and
dilated channels of Golgi apparatus X 12 000.

karionow komoérek nerwowych wszystkich badanych struktur szarych
i wyrazaly si¢ obrzmieniem mitochondriéow z uszkodzeniem i porozry-
waniem ich grzebieni, ponadto poszerzeniem kanalow siatki $rodplaz-
matycznej szorstkiej i kanalow aparatu Golgiego oraz wzrostem ilosci
polirybosoméw. Obrzmienie mitochondriéw z mniej lub bardziej na-
silong destrukcjg ich grzebieni, pojawialo sie¢ we wczesnym okresie
niedocukrzenia, po gwaltownym spadku zawartosci glukozy we krwi
i utrzymywalo sie w takim samym nasileniu w okresie, w ktérym
poziom cukru by! obnizony. Wzrost stezenia glukozy we krwi lgczyi
sie z ustepowaniem nieprawidlowosci i prawie calkowita normaliza-
cja obrazu mikroskopowo-elektronowego mitochondriow w 24 godz.
doswiadczenia.
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Ryc. 5. Szczur z 1 godz. przezyciem po podaniu insuliny. Fragment neuronu za-
kretu hipokampa. Poszerzenie kanaldw siatki srodplazmatycznej szorstkiej. Wi-
doczne liczne skupienia polirybosomoéw. Pow. 30000 X.

Fig. 5. Rat with 1 h survival after insulin treatment. Fragment of hippocampal
neuron. Dilatation of rough endoplasmic reticulum channels and numerous aggre-
gations of polyribosomes. X 30 000.

Zmiany w ultrastrukturze mitochondriéw podobne do obserwowa-
nych w naszym materiale opisywano w réznych modelach niedotlenie-
nia i/lub niedokrwienia OUN (McGee-Russel 1970; Brown, Brierley
1971, Hartmann 1973), a takze po zatruciu cyjankami oraz tlenkiem
wegla (Korthals i wsp. 1973; Mossakowski, Gajkowska 1976; Brierley
1977). Obserwowano je takze w hodowli tkanki nerwowej in wvitro
poddanej dziataniu anoksji (Krasnicka i wsp. 1974), jak rowniez w
skrawkach z moézgu inkubowanych w warunkach beztlenowych (Fuji-
moto 1965). Brown i Brierley (1971) stwierdzili uszkodzenie mitochond-
riow w neuronach OUN juz w 5 min. po ekspozycji szczuré6w na dzia-
fanie N,. Zmiany w budowie mitochondriow stanowia wiec wczesne
nastepstwo dzialania czynnikow patogennych, wspolne dla wszystkich
typow ostrego niedotlenienia. W przeciwienstwie do uogélnionego
uszkodzenia mitochondriow w komorkach nerwowych, mitochondria
neurogleju sa zwykle oszczedzone. To zréznicowanie nasilenia uszko-
dzen w obu typach komorek Hartmann i wsp. (1973) wiaza z ich od-
rebnoscia czynnosciowa i metaboliczng.
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Ryc. 6. Szczur z przezyciem 24 godz. po wstrzyknieciu insuliny. Fragment ko-
morki Purkinjego. Mitochondria o prawidlowej budowie. Liczne skupienia poli-
rybosoméw. Pow. 30000 X.

Fig. 6. Rat with 24 h survival after insulin injection. Fragment of Purkinje cell.
Unchanged mitochondria and numerous aggregations of polyribosomes. X 30 000.

Czas utrzymywania sie nieprawidlowosci w budowie mitochondriow
jest niejednakowy w poszczegélnych modelach doswiadczalnych, za-
leznie od rodzaju i nasilenia czynnika uszkadzajacego. W przedsta-
wionym materiale zmiany ustepowaly wraz ze wzrostem stezenia glu-
kozy we krwi. Znajduje to wytlumaczenie w stosunkowo malo nasi-
lonych i krotkotrwalych zaburzeniach przemiany energetycznej moz-
gu szczura w warunkach ostrej hipoglikemii poinsulinowej, wykaza-
nych przez Ferendelli i Changa (1973) oraz Norberga i Siesjé (1975),
w stwierdzonym u naszych zwierzat doswiadczalnych niewielkim, sta-
tystycznie nieznamiennym, spadku zawartosci zwigzkow wysokoener-
getycznych — ATP i fosfokreatyny (Wierzba-Bobrowicz, dane nie
opublikowane), a takze w wynikach badan Albrechta i wsp. (1979)

http://rcin.org.pl



Nr 2 Ultrastruktura mozgu w hipoglikemii 297

Ryc. 7. Szczur z 24 godz. przezyciem po podaniu insuliny. Kora ciemieniowa.
Widoczna obrzmiala przynaczyniowa wypustka astrocytu. Pow. 12000 X.

Fig. 7. Rat with 24 h survival after insulin treatment. Parietal cortex. Swollen
perivascular astroglial process is seen. X 12000.

nad zachowaniem sie glikogenu i enzymoéw metabolizujacych glikogen
w mozgach szczurow w warunkach ostrego niedocukrzenia. Nasilenie
zmian mitochondrialnych w badanych strukturach bylo niejednakowe.
Wieksze uszkodzenie neuronéw kory nowej i komorek Purkinjego niz
komoérek nerwowych zakretu hipokampa moze by¢ zwigzane z ich
wiekszg wrazliwosciag na hipoglikemie. Do stalego obrazu zmian mi-
kroskopowo-elektronowych w roéznych typach niedotlenienia nalezy
rowniez poszerzenie siatki srodplazmatycznej szorstkiej i aparatu Gol-
giego. Opisano je w hipoksji prostej (Hager i wsp. 1960), w ischemii
(Brown, Brierley 1971), w zatruciu cyjankami i tlenkiem wegla (Kort-
hals i wsp. 1973; Mossakowski, Gajkowska 1976; Brierley 1977. Podo-
bne zmiany, ktore rozwijaly sie prawie réwnolegle ze zmianami w mi-
tochondriach, obserwowaliémy w naszym materiale.

Pojawienie sie skupien polirybosoméw pod koniec trzeciej godziny
doswiadczenia, a wiec w okresie normalizacji zawartosci glukozy we
krwi i ich wystepowaniu u szczurow z 24 godz. przezyciem po
wstrzyknieciu insuliny i prawidlowym poziomem cukru, moze byc¢
zwigzane z kompensacyjnym wzmozeniem procesu biosyntezy biatek
(Albrecht 1975), by¢ moze warunkujgcym odwracalno$¢ zmian ko-
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morkowych. Udzial w procesie odnowy komorek moze tlumaczyé¢ wy-
stepowanie skupien polirybosomoéw w czasie, gdy nastgpila juz prawie
pelna normalizacja zaburzen w budowie mitochondriéw, kanalow apa-
ratu Golgiego i-siatki srodplazmatycznej szorstkiej.

W przeciwienstwie do zmian w neuronach, uszkodzenie struktur bto-
niastych astrocytow byto nieznaczne. W komorkach glejowych domi-
nujgcg nieprawidlowoscig bylo umiarkowane obrzmienie ich wypustek.
Rozwijalo sie ono réwnolegle ze zmianami w perikarionach komorek
nerwowych, podobnie jak w innych do$wiadczalnych modelach nie-
dotlenienia lub niedokrwienia OUN (Brown, Brierley 1971).

Nieprawidlowosci ultrastruktury neuronéw obserwowane przez nas
w warunkach ostrej hipoglikemii byly zblizone w ogdélnym wzorcu do
uszkodzen spowodowanych innymi typami niedotlenienia lub niedo-
krwienia OUN. Podobienstwa w zakresie charakteru i dynamiki roz-
woju tych zmian sa zapewne zwigzane ze zblizonym mechanizmem
zaburzen tlenowego metabolizmu neuronéw.

Autorka sklada serdeczne podziekowanie prof. dr J. W. Borowiczowi za cenne
konsultacje oraz dr B. Gajkowskiej i dr K. Olszewskiej za pomoc w wykonaniu
zdje¢ mikroskopowo-elektronowych.

T. Bexba-BobpoBuu

SJIEKTPOHHOMMUKPOCKOIIMYECKAAA KAPTUMHA MO3I'A KPBICHI
B OCTPOM DKCIIEPMMEHTAJBHOM TUIIOKJIUKEMUU

Pe3womMme

Ilenpro paborbl 6bLIO ycTaHOBIEHMe CyOMMKDPOCKONMMYECKMX M3MEHEHMII B MO3re
BO BpeMA OCTpPO} THUIIOTJIMKEMMM, BBI3BAHHOM OJHOKPATHOM MHBEKIMeN WMHCYJIUHA.
OnbIThl NPOBOAMIAMCH Ha B3POCJHbIX KpbIicax. Jl03a MHCYyJMHA B KPUCTAJIMYECKOM Bujae
cocraBinsana 0,5 m.e./100 r Beca Tesa. McciaenoBauus IPOBOAMIMCH HA IKMBOTHBIX
cinyera 1, 3, 6 1 24 yacoB MX BBIZKMBAEeMOCTM IIOCJIe MOJAayM rOPMOHA.

Bbuio 06HapyKeHO, YTO CHMIKEHME COJep KaHMs IJII0KO3bl B KpoBu HuiKe 20 Mr%o
B Teyenue 1,5—2 yacoB BejeT K Pa3BUTMIO B MO3raxX ONBITHBIX KMBOTHBIX TIybOoKMX
obpaTMMbIX HapPYLIeHMII YJIbTPAacTPyKTypbl. KacarwoTca oum IIpexje BCEero Inepu-
KapMOHOB HEPBHBIX KJIETOK BCEX MCCJIEeNOBAHHBIX CTPYKTYP M IPOABIIAIOTCA TJIaBHbBIM
obpa3oM u3MeHEHMAMM B cocTaBe MX 000JI0YEeYHBIX CTPYKTYp. B HepBHBIX KieTKax
Habmonanocs Habyxanue MUTOXOHJPMEB C IOBpPEKJAEHMEM M AereHepanuein MX KPUCT,
pacliMpeHMe KaHaJblieB IIePeX0BaTOT0 9HJOIIIa3MaTMYecKoro petukyaioM u Toapa-~
JXMEero amnmnapara, a TaKKe yBeJM4YeHMe KoJsmdecTBa noampubozomon. ITo cpaBHEHUIO
CO CTEINeHbI0 BbIPAXKEHHOCTM B HEMPOHAX — M3MEHEHMs B acTporamyu Oblay He3Ha-
yuTeJbHble ¢ NpeobiaganueM yMepeHHOro HabyxaHusA acTPOLMTAPHBIX OTPOCTKOB.

Camoe 6oJblliOe HacUJIEHME HapPYLIeHMt B IIepMOJ caMoro 60JbIIOrO CHUMKEHUSA
cozepXaHus TJIIOKO3bl B KDOBM M MX yINpa3JHeHMe BMeCcTe C HOpMajlu3aluyuert ypoBHS
caxapa yKa3blBalOT Ha HENOCPEJCTBEHHYIO CBA3b YJIbTPACTPYKTYPHBLIX M3MEHEHMUHA
C OCTPOJ HEeXBaTKOM caxapa.
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T. Wierzba-Bobrowicz

ELECTRON-MICROSCOPICAL PICTURE OF RAT BRAIN IN ACUTE
EXPERIMENTAL HYPOGLYCEMIA

Summary

The aim of the study was to establish the ultrastructural changes in the brain
in the course of acute hypoglycemic state induced by a single insulin injection.
The experiments were performed on adult rats. Dose of cristalline insulin was
0.5 i.u./100 g of body weight. The obserwations were done-on the animals after
1, 3, 6 and 24 hrs of survival after the hormone injection. It was demonstrated
that the decrease of blood glucose content to 20 mg®e for 1.5—2 hrs leads to seve-
re, reversible ultrastructural brain changes. In all studied structures the pericarya
of neurons are affected mainly and expressed by the damage of their membrane
structures. In the nerve cells swelling mitochondria with damaged and atrophied
cristae, dilated channels of endoplasmic reticulum and Golgi apparatus, and increa-
sed number of polyribosomes were observed. In comparison to intensive neuronal
abnormalities the changes in neuroglia were slight with predominant, moderate
edematous injuries of astroglia processes.

The presence of the most pronounced changes in the period of the lowest blood
glucose content and the retread of the changes parallel to the blood sugar nor-
malization may point at the direct connection between ultrastructural abnorma-
lities and acute hypoglycemia.
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IRMINA B. ZELMAN, TERESA WIERZBA-BOBROWICZ

OBRAZ STRUKTURALNYCH USZKODZEN MOZGU SZCZURA
W ZALEZNOSCI OD NASILENIA ZABURZEN
TOWARZYSZACYCH HIPOGLIKEMII

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

Na obraz patomorfologiczny ostrej encefalopatii hipoglikemicznej
sktadajg sie nieprawidlowosci spowodowane obnizeniem zawartosci
glukozy we krwi oraz zmiany stanowigce nastepstwo zaburzen wy-
wolanych przez stres hipoglikemiczny. W warunkach patologii ludz-
kiej odroznienie wykltadnikow dziatania czystej hipoglikemii od uszko-
dzen rozwijajgcych sie na skutek zaburzen krazeniowo-oddechowych,
jest praktycznie niemozliwe. Badania przeprowadzone na modelu
przedluzonej kontrolowanej hipoglikemii u malp umozliwily okresle-
nie charakteru i lokalizacji, zar6wno weczesnych, jak i odleglych zmian
w mozgu, ktére mozna bylo odnies¢ wylacznie do niedocukrzenia
(Kahn, Myers 1971; Myers, Kahn 1971; Meldrum i wsp. 1971; Brier-
ley i wsp. 1971). W doswiadczeniach tych wykazano, ze wczesne zmia-
ny strukturalne spowodowane ,czysta” hipoglikemia sa takie same
jak zmiany rozwijajace sie w nastepstwie niedotlenienia hipoksyjnego,
ischemicznego lub cytotoksycznego (McGee-Russel i wsp. 1970; Brier-
ley i wsp. 1973). W modelu kontrolowanej hipoglikemii u malp, tj.
w warunkach zapewniajgcych prawidlowg funkcje ukladu krazenia
i oddechowego, zapobiegajacych wystapieniu innych dodatkowych za-
burzen wykazano, ze 4—5 godzinne obnizenie poziomu cukru we krwi
ponizej 20 mg% nie powoduje u wiekszosci zwierzat zadnych zabu-
rzen neurologicznych i nie prowadzi do rozwoju strukturalnych uszko-
dzen mozgu (Kahn, Myers 1971; Brierley i wsp. 1971). Autorzy mo-
delu podkreslajg jednak, ze tolerancja na niedocukrzenie jest bardzo
zroznicowana u poszczegolnych osobnikow tego samego gatunku.

Problem wezlowy 10.4.2.
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Badania biochemiczne, przeprowadzone na modelu hipoglikemii po-
insulinowej u szczurow wykazaly, ze dopiero obnizenie zawartosci glu-
kozy w mozgu ponizej 1 nmola/g tkanki prowadzi do spadku ATP
i fosfokreatyny i do zaburzenia przemiany energetycznej OUN (Lewis
i wsp. 1974; Norberg, Siesjo 1976). Zmiany te byly skorelowane ze
stanem klinicznym — wystepowaly zawsze u zwierzat bedacych w
glebokiej $pigczce i z izoelektrycznym zapisem EEG, nie byly nato-
miast bezposrednio zalezne od dawki podanej insuliny.

Wierzba-Bobrowicz (1979) ustalila, ze jednorazowe wstrzykniecie
szczurom insuliny w dawce 0,5 jm/100 g ciezaru ciata, prowadzi do
rozwoju w mozgach tych zwierzat charakterystycznych zmian o typie
mikrowakuolizacji i schorzenia ischemicznego neuronéw, a odwracal-
nos¢ tych nieprawidlowosci potwierdzila w badaniu mikroskopowo-
-elektronowym (Wierzba-Bobrowicz 1980).

Ustalony wplyw ogélnoustrojowych zaburzen na przebieg Kkliniczny
zespolu ostrego niedocukrzenia oraz ich udzial w ksztaltowaniu obrazu
zmian patomorfologicznych w mozgu, sklonil nas do podjecia badan
majagcych na celu okreslenie morfologicznych wykladnikéw wspomnia-
nych zaburzen w modelu doswiadczalnej hipoglikemii poinsulinowej
u szczura.

MATERIAL I METODY

Doswiadczenia przeprowadzono na dorostych szczurach rasy Wistar,
obu plci, wagi 180—220 g, ktorym wstrzykiwano podskornie roztwor
msuliny krystalicznej (Polfa) w dawce od 1 do 5 jm/100 g ciezaru
ciata. Przed wstrzyknieciem insuliny zwierzetom odstawiano na 24
godz. staly pokarm pozostawiajgc im swobodny dostep do wody.
Kontrole stanowily szczury w tym samym wieku, ktérym wstrzyknie-
to fizjologiczny roztwoér soli w takiej samej objetosci. Czas przezycia
zwierzat doswiadczalnych i kontrolnych wynosit 1, 2, 4, 6, 24 i 48
godz. Po zastosowaniu insuliny w dawce 4 i 5 jm/100 g nie udato
si¢ utrzymac¢ zwierzat przy zyciu do 24 godz.; najdluzszy czas obser-
wacji szczurow tej grupy wynosit 6 godz.

W momencie konczenia doswiadczenia szczurom wykonywano przez-
sercowg perfuzje, poczatkowo plynem fizjologicznym z dodatkiem he-
paryny, a nastepnie roztworem formaliny w 0,9% NaCl. Po zakoncze-
niu perfuzji szczury dekapitowano i pozostawiano glowy w formali-
nowym roztworze perfuzyjnym na 24 godz. Po tym czasie wyjmo-
wano z jamy czaszkowej mozgi wraz z pniem i moézdzkiem i krojono
je w plaszczyznie czolowej na bloczki, ktore przeprowadzano w spo-
sob standardowy do parafiny. Skrawki barwiono hematoksyling-eozy-
na, fioletem krezylu i wg metody Heidenhaina.
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WYNIKI
Obserwacje kliniczne

Przez 30—60 min. po wstrzyknieciu insuliny szczury, niezaleznie od
zastosowanej dawki, nie wykazywaly na ogél wyraznych odchylen od
normy. Pod koniec pierwszej i na poczatku drugiej godziny zwierzeta
stawaly sie mniej ruchliwe, senne lub pobudzone. W 2 godz. poja-
wialy sie u wiekszosci zwierzat zaburzenia krgzeniowo-oddechowe
o roznym nasileniu, rzadziej pojedyncze napady drgawkowe. W 3—4
godz. obserwowano najwieksze zaburzenia Kkliniczne: sinice, zaburze-
nia oddechu, $pigczke, drzenia lub toniczno-kliniczne napady drgaw-
kowe, niekiedy wytrzeszcz galek ocznych. Czas ten byl okresem kry-
tycznym dla zwierzat, ktorych stan sklanial niekiedy do wykonania
perfuzji we wczesniejszym niz planowano terminie. Nasilenie i czas
trwania zaburzen klinicznych zwiekszaly sie na ogél wraz ze wzrasta-
jaca dawka hormonu; u niektorych szczuréw nawet mate dawki in-
suliny powodowaly ciezkg niewydolnos¢ krgzeniowo-oddechowg i zgon
w okresie hipoglikemii. Zwykle w 5—6 godz. stan kliniczny zwierzat
ulegal poprawie i od tego czasu obserwowano stopniowy powréot do
stanu prawidlowego. Pomimo wyrownania zaburzen zwierzeta czesto
padaty w kilka lub kilkanascie godzin po okresie hipoglikemii.

Obserwacje neuropatologiczne

W mozgach szczuréw z 1 godz. przezyciem po podaniu insuliny ob-
serwowano w korze nowej, rzadziej w zakrecie hipokampa, nieliczne
rozsiane neurony wykazujgce mikrowakuolizacje oraz komorki o ciem-
nej, nierowno barwiagcej sie cytoplazmie, w ktérej byly widoczne po-
jedyncze drobne wodniczki. W korze poétkul moézgowych uszkodzone
neurony znajdowano w III i V warstwie. Podobne zmiany wykazy-
waly pojedyncze komorki Purkinjego w mozdzku. Tego typu niepra-
widlowosci czeSciej stwierdzano u zwierzat, ktore otrzymalty wyzsze
dawki insuliny.

U szczuréw z przezyciem 2, 4 i 6 godz. zespol obserwowanych zmian
byl bardziej zroznicowany, a charakter, lokalizacja i nasilenie uszko-
dzen byly uwarunkowane stanem klinicznym zwierzagt. W mozgach
szczurow z 2 godz. przezyciem liczba uszkodzonych neuronow byia
wieksza, a zmiany ischemiczne komorek nerwowych przewazaly nad
mikrowakuolizacja. U niektéorych zwierzat obserwowano ogniskowe
nagromadzenie nieprawidlowych neuronéw w obszarach kory stano-
wigcych pogranicze unaczynienia tetnicy srodkowej i tylnej mozgu
(ryc. 1) oraz tetnicy srodkowej i przedniej mézgu. U niektorych szczu-
row z 2 godz. przezyciem mozna bylo zauwazy¢ rozluznienie struk-
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tury podloza i inne cechy ~obrzmienia tkanki, najbardziej zaznaczone
w hipokampie, w moézdzku oraz w obrebie pnia moézgu. Zaroéwno
u zwierzat z 2 godz. przezyciem jak i diluzszym, w przypadku
obrzmienia mozgu znajdowano w mozdzku komorki Purkinjego o ciem-
nych, nadbarwliwych jadrach i silnie eozynochlonnej cytoplazmie
(ryc. 2). Tak zmienione komorki obserwowano w najbardziej wysu-
nietych placikach gornej i bocznej powierzchni mozdzku, a takze w
obrebie robaka nad komorg IV.

Rye. 1. Szczur z 2 godz. przezyciem po podaniu insuliny w dawce 4 jm/100 g.
Ischemicznie zmienione komorki w korze ciemieniowej. W niektérych neuronach
widoczne pojedyncze wodniczki. H.-E. Pow. 120 X.

Fig. 1.'Rat with 2 h survival after injection of insulin in a dose of 4IU/100 g.
Ischemic neurons in parietal cortex. In some nerve cells single vacuoles are
) visible. H.-E. X 120.

Rye. 2. 'Szczur z 2 godz. przezyciem po podaniu insuliny w dawce 4 jm/100 g.
Komoérki Purkinjego o ciemnych, nadbarwliwych jadrach i silnie eozynochlonnej
cytoplazmie. H.-E. Pow. 120 X.

Fig. 'Z.Rat with 2 h survival after injection of insulin in a dose of 4 IU/100 g.
Purkinje cells with dark hyperchromatic nuclei and strongly eosinophilic cyto-
plasm. H.-E. X 120.

W moézgach szczuréow z 4 godz. przezyciem ulegaly nasileniu cechy
obrzmienia tkanki nerwowej. Zmianom ischemicznym towarzyszyto
ciezkie uszkodzenie neuronéw kory mozgu, hipokampa (ryc. 3) i ko-
morek Purkinjego (ryc. 4.) W opuszce wyraznie narastaly nieprawi-
dlowoséci dotyczace neuronow, ktore wykazywaly roézne typy uszkce-
dzen komorkowych (ryc. 5, 6, 7). Podobnie jak w poprzedniej gru-
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Ryec. 3. Szczur z 4 godz. przezyciem po podaniu insuliny w dawce 3 jm/100 g.

Wsréd ischemicznie zmienionych komoérek piramidowych zakretu hipokampa wi-

doczne pojedyncze rozplywajace sie¢ neurony. Zwraca uwage rozluzZnienie struk-
tury tkanki. H.-E. Pow. 120 X.

Fig. 3. Rat with 2 h survival after injection of insulin in a dose of 3 IU/100 g.
Among ischemic neurons of hippocampal pyramidal cells layer, necrotic nerve
cells are visible. H.-E. X 120.

Ryc. 4. Szczur z 4 godz. przezyciem po podaniu insuliny w dawce 2 jm/100 g.
Uszkodzone komorki Purkinjego. Widoczne cienie komoérek na dnie rowka. H.-E.
Pow. 120 X.

Fig. 4. Rat with 4 h survival after injection of insulin in a dose of 2 IU/100 g.
Damaged Purkinje cells and shadows of disappearing neurons in cerebeilar
folia. H.-E. X 120.

pie czasowej, u niektérych zwierzat zmiany ograniczaly sie do ische-
micznego uszkodzenia neuronow, nasilajacego sie na pograniczu una-
czynienia pni tetniczych (ryc. 8).

W 6 godz. po podaniu insuliny zmiany byly podobne, z dominujg-
cym ischemicznym i ciezkim uszkodzeniem neuronéw, obecnoscia roz-
plywajacych sie cieni komoérkowych, obrzmieniem komorek glejowych
i rozrzedzeniem podloza. Uszkodzone neurony znajdowano rowniez w
strukturach pnia, w ktorych poprzednio nie obserwowano zmian
(ryc. 9).

W 24 i 48 godz. (okres ten przezyly tylko szczury, ktére otrzymaty
nizsze dawki hormonu i ktére okres hipoglikemii przezyly bez nasi-
lonych zaburzen ogoélnoustrojowych) oprécz zmienionych ischemicz-
nie neuronéw znajdowano niewielkie rozsiane i okolonaczyniowe ubyt-
ki komoérek nerwowych w korze potkul moézgowych oraz ubytki ko-
morek Purkinjego, szczegdlnie na dnie rowkéw. U jednego szczura
stwierdzono odcinkowy ubytek neuronéw opaski zebatej (ryc. 10).



306 1. B. Zelman, T. Wierzba-Bobrowicz Nr 2

Ryc. 5. Szczur z przezyciem 4 godz. po podaniu insuliny w dawce 2 jm/100 g.
Ischemicznie zmienione neurony w opuszce z pojedynczymi wodniczkami w cy-
toplazmie. H.-E. Pow. 240 X.

Fig. 5. Rat with 4 h survival after injection of insulin in a dose of 2 IU/100 g.
Ischemic neurons in medulla. Some of nerve cells with single vacuoles in cyto-
plasm. H.-E. X 240.

Ryc. 6. Szczur z 4 godz. przezyciem po podaniu insuliny w dawce 4 jm/100 g.
Uszkodzone komorki nerwowe w opuszce. Widoczne rozluznienie struktury tkanki.
H.-E. Pow. 240 X.

Fig. 6. Rat with 4 h survival after injection of insulin in a dose of 4 IU/100 g.
Damage of the nerve cells in medulla. Tissue loosening is visible. H.-E. X 240.

Ryc. 7. Szczur z 4 godz. przezyciem po podaniu insuliny w dawce 5 jm/100 g.
Ciemne obkurczone neurony opuszki. Widoczne zarysy jader i wypustek komor-
kowych. H.-E. Pow. 240 X.

Fig. 7. Rat with 4 h survival after injection of insulin in a dose of 5 1U/100 g.
Dark sclerotic neurons with visible nuclei and nerve processes in medulla. H.-E.
X 240.

OMOWIENIE

Przedstawione wyniki badan wskazuja na sekwencje rozwoju uszko-
dzen strukturalnych OUN w przebiegu ostrego niedocukrzenia i na
zroznicowany patomechanizm zaburzen, majgcych udzial w ksztalto-
waniu obrazu patomorfologicznego ostrej encefalopatii hipoglikemicz-
nej.

Wezesnym  bezposrednim nastepstwem drastycznego obnizenia za-
wartosci glukozy we krwi jest mikrowakuolizacja komoérek nerwo-
wych, poprzedzajgca rozwo6j schorzenia ischemicznego neuronu. Czas
pojawienia sie zmian wakuolizacyjno-ischemicznych jest rézny w za-
leznosci od typu niedotlenienia i czasu jego trwania. W anoksyino-
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Ryc. 8. Szczur z 4 godz. przezyciem po podaniu insuliny w dawce 5 jm/100 g.
Skupienie ischemicznych neuronéw w korze ciemieniowej na pograniczu una-
czynienia tetnicy Srodkowej i tylnej mozgu. H.-E. Pow. 120 X.

Fig. 8. Rat with 4 h survival after injection of insulin in a dose of 5 IU/100 g.
Accumulation of ischemic neurons in parietal cortex in the border zone of middle
and posterior cerebral artery. H.-E. X 120.

Ryc. 9. Szczur z 6 godz. przezyciem po podaniu insuliny w dawce 4 jm/100 g.
Zmiany ischemiczno-wakulizacyjne w jadrach wlasnych mostu. H.-E. Pow. 120 X.

Fig. 9. Rat with 6 h survival after injection of insulin in a dose of 4 IU/100 g.
Ischemic-vacuolar changes in neurons of nuclei proprii pontis. H.-E. X 120.
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Ryc. 10. Szczur z 24 godz. przezyciem po podaniu insuliny w dawce 2 jm/100 g.

&
¥
Odcinkowy ubytek neuronéw w opasce zebatej zakretu hipokampa. H.-E. Pow.
120 X.

Fig. 10. Rat with 24 h survival after injection of insulin in a dose of 2 IU/100 2.
Segmental loss of neurons in fascia dentata of Ammons’ horn. H.-E. X 120.

®
»

ischemicznym modelu Levine’a mikrowakuolizacje neuronoéw Kkory
i hipokampa stwierdzano juz po 5—15 minutowej ekspozycji szczu-
row na dzialanie N,. Tego typu zmiany rozsiane gléwnie w korze
mozgu i mozdzku obserwowano u szczuréw po jednorazowym wstrzyk-
nieciu insuliny w dawce 0,5 jm/100 g ciezaru ciala (Wierzba-Bobro-
wicz 1979), a w naszym doswiadczeniu — u zwierzat usmiercanych
przed ujawnieniem sie zaburzen krazeniowo-oddechowych. Zmiany
o podobnym charakterze i umiejscowieniu obserwowali Brierley i wsp.
(1971) w modelu kontrolowanej hipoglikemii u malp, przy czym
ujawnialy sie one po znacznie dluzszym okresie niedocukrzenia.
Badania biochemiczne przeprowadzone na modelach kontrolowanej
i niekontrolowanej hipoglikemii u szczuréw wskazuja, ze w warun-
kach obnizonej zawartosci glukozy we krwi ponizej 20 mg% po jedno-
razowym wstrzyknieciu insuliny, bilans energetyczny OUN jest wy-
rownany (Lewis i wsp. 1974; Norberg, Siesjo 1976; Albrecht i wsp.
1979) chociaz w tym okresie moga wystepowac rzrfﬁany wakuoliza-
cyjno-ischemiczne komorek nerwowych. Pojawienie sie rozleglejszych
i trwalych uszkodzen moézgu moze wigza¢ sie z wyczerpaniem mozii-
wosci mechanizméw kompensacyjnych na skutek zbyt dlugo trwaja-
cego niedocukrzenia lub zadzialania innych czynnikow, zaburzajgcych
dodatkowo przemiane energetyczng OUN. Klasycznym przykladem
pierwszej sytuacji sa wyniki uzyskane w modelu przedluzonej kont-
rolowanej hipoglikemii u matlp, u ktorych dopiero w 6 godz. nieda-
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cukrzenia ujawnialy sie u wiekszosci zwierzat przejsciowe lub trwate
zaburzenia neurologiczne, pomimo braku jakichkolwiek wykladnikow
niedotlenienia i niedokrwienia OUN (Kahn, Myers 1971). Odlegle na-
stepstwo stanu hipoglikemicznego u tych zwierzat stanowily rozlegle
ubytki i warstwowe zaniki neuronéw oraz martwice zupelne i nie-
zupelne w korze potkul mozgowych i w striatum, nie zwigzane topo-
graficznie z pograniczem unaczynienia (Myers, Kahn 1971).

W modelu hipoglikemii niekontrolowanej wystepuja czesto u zwie-
rzat doswiadczalnych objawy niewydolnosci krgzenia i oddechu oraz
napady drgawkowe, ktére powoduja dodatkowe niedotlenienie i nie-
dokrwienie OUN. Wykladnikiem patomorfologicznym dziatania tych
czynniké6w bylo w naszym materiale ogniskowe nasilenie uszkodzen
w obrebie pogranicza unaczynienia oraz obrzmienia mozgu ze zwigk-
szeniem nieprawidlowosci w potkulach moézgu i w moézdzku oraz po-
jawieniem sie rozleglego uszkodzenia neuronéw opuszki. We wspom-
nianym uprzednio modelu kontrolowanej hipoglikemii u malp, wzrost
cisSnienia wewnatrzczaszkowego obserwowano tylko u tych zwierzat,
u ktorych badane parametry wskazywaly na niedotlenienie OUN
(Myers, Kahn 1971), a ogniskowe zmiany w strefie pogranicza unaczy-
nienia obserwowano w przypadku obnizenia ci$nienia krwi tetniczej
ponizej 50—40 mm Hg (Meldrum i wsp. 1971). Zaburzenia rytmu serca
1 migotanie komor, pojawiajgce sie we wczesnym okresie hipoglikemii
w zwigzku z hipopotasemig i uwolnieniem endogennych katecholamin,
mogg prowadzi¢ do spadku ci$nienia krwi i niedokrwienia mozgu. Wy-
stepowanie zaburzen oddychania w okresie, w ktérym wystepuje spa-
dek zawartosci glukozy i glikogenu w mozgu (Mayman, Tijerina 1971;
Lewis i wsp. 1974; Norberg, Siesjo 1976) stwarza sytuacje szczegolnej
wrazliwosci tkanki nerwowej na niedotlenienie i towarzyszace mu za-
kwaszenie. Stanowig one prawdopodobnie bezposrednig przyczyne
obrzmienia elementéw tkanki nerwowej i ciezkiego obrzekowego uszko-
dzenia neuronow.

Na szczegbélng uwage zasluguje przy tym nasilenie zmian komoérko-
wych w obrebie pnia mozgu, a zwlaszcza opuszki, ktére w modelu
kontrolowanej hipoglikemii u malp nie wykazywaly w zadnym okresie
nieprawidlowosci (Myers, Kahn 1971). Wydaje sig, ze mozna w tym
wypadku uwzgledni¢ mozliwo$¢ miejscowych zaburzen Kkrazenia
w obrebie pnia, towarzyszgcych jego przemieszczeniu w kierunku ka-
natu kregowego w zwigzku z rozwojem ciasnoty wewnatrzczaszkowej.
Uszkodzenie neuronéw tworu siatkowego pnia i centralnych os$rodkow
oddychania i krgzenia moze stanowi¢ bezposrednig przyczyne zgonu
w trakcie hipoglikemii lub we wczesnym okresie pohipoglikemicznym.
Moze ono réwniez stanowi¢ przyczyne niemoznosci wyréwnania zabu-
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rzen przez dozylne podanie glukozy, obserwowane zaré6wno w patolo-
gii ludzkiej jak i w warunkach doswiadczalnych.

U. B. 3Beabpman, T. Bexba-BobpoBuu

KAPTUHA CTPYKTVYPHBIX ITOBPEZKJEHUJ MO3TA KPBICHI
B 3BABUCUMOCTM OT CTEINEHMU TUIIOTJIUKEMUU

Pe3zwoMe

Ilenpio paborer 6b1JI0 ycTaHOBJIEeHME BJIMAHMA O0O0leopraHu3MaJjibHbIX HapylIeHUN
CONYTCTBYIOILIMX COCTOAHMAM OCTPOJ HEXBAaTKM caxapa Ha pa3BUTHMe NaToOMOpPdOJ0-
IMYEeCKUX M3MeHeHMit B Mo3re. OmbIThl INPOBOAMIMCH Ha KpbIcaxX IopoAabl Bucrap.
KpucranamyecKuii MHCYJIMH BBOAMJICA IKMBOTHBIM OJHOKPAaTHO B j03e OoT 1 10
5 m.e./100 r Beca Tesna. Bpems BbIKMBauusA cocTaBiaayo 1, 2, 4, 6, 24 u 48 yacos.

ObnapyeHo, 4YTO TOJIepaHLMA Ha JAEeMCTBME MHCYJIMHA HABJIAETCA OYeHb pPa3HOM
Y OTAENbHBIX KUBOTHBIX M CTeleHb CTPYKTYPHbIX HapylUIeHM), a TaKKe MX pac-
npeneseHMe 3aBUCAT IpPeXJe BCero OT cTenenu oOblIeopraHuM3MalIbHbIX HapylIeHUI
MMEKLIMX MEeCTO II0 MHBEeKUMM ropMoHa. He3aBMCMMO OT BeJMYMHBI J03bl MHCYJIMHA,
B cayudae HeboabmuMx M ObICTPO NPOXOAALIMX HAPYLIEHMI, TUIMYHbIE JAJsA OCTPOTro
necduuura caxapa u3dMeHeHMs, obHapyKMBalOTCA pacCessHHO B KOpPe MO3ra M MO3Ked-
Ke, B MEHBIIIE} CTeleHM B IIOJAKOPKOBBLIX CTPYKTypaxX M CTBOJIe MO3ra. ¥ JXMBOTHBIX
Cc TAXeIbIMM OOleopraHM3MalibHbIMM HapylleHMAMM Habyxanue M mcxemmusa MO3ra
BeAyT K 04YaroBoMy o6pa30BaHMIO CTPYKTYPHBIX IIOBPeXJAEeHMII B TUNUYHBIX A
9TUX IIPOLIECCOB paloHaX LEHTPAJbHOM HEPBHOM cucTeMbl. OTUETIMBOE HaXOXKJeHMe
MIOBPEIKEHMUI CTBOJIa M PETUKYJIAPHOM opmauum MOXKeT ObITh HEnocpejcTBEHHOMI
NPUYNHOIN CMEPTU ONBITHBIX KMBOTHBIX BO BpPeMA TMIOTJIMKEMMM M B PAHHMUIA I1IOCT-
TUNOTJINKEeMUYECKU Iepuo.

1. B. Zelman, T. Wierzba-Bobrowicz

ULTRASTRUCTURAL PICTURE OF RAT BRAIN DAMAGE DEPENDING
TO AN INTENSITY OF HYPOGLYCEMIA

Summary

The aim of the study was to establish an influence of generalized metabolic
disturbances accompanying the acute hypoglycemic states on the development of
the patomorphological changes in the brain. The experiments were performed on
Wistar rats. Cristalline insulin was injected to the rats in a single dose of 1 to
5 1.u./100 g of the body weight. The time of survival was 1, 2, 4, 6, 24 and 48 hrs.

It was stated that particular animals exhibit different tolerance to insulin but
the intensity of the structural changes and their distribution mainly depend on
the severity of generalized metabolic disturbances appearing after the hormone
injection. Apart from the insulin dose the characteristic changes of acute hypo-
glycemia are dispersed through the cerebral and cerebellar cortex. Less pro-
nounced changes are present in the subcortical structures and in the brain stem.
In the animals with severe metabolic organs disturbances, brain edema and
ischemia lead to more intensive focal structural changes in the CNS structures
typical for these processes. Distinct intensification of the brain stem and reticular
formation damage can be direct cause of the animals death occuring during hy-
poglycemia and in the early period after the hypoglycemic state.
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ABSTRACTS

D. KARASSZON (BUDAPEST, HUNGARY)

COMPARATIVE NEUROPATHOLOGY
OF TOXIC ENCEPHALOPATHIES

In the understanding of pathological processes in toxic encephalo-
pathies the means of comparative neuropathology are new and
promising.

The phytotoxic encephalopathies of herbivorous animals, the myco-
toxic encephalopathies of animals feeding fodder infected by toxin
producing microscopic fungi and the different acute and chronic
encephalopathies due to a single dose, or to a protracted ingestion of
herbicides, insecticides, antiparasitic compounds and water polluting
industrial toxins are not only of economic importance but they are
also remarkable from the neuropathological point of view.

The author shows in a tabulated form the most important toxic
encephalopathies of mammals, birds and fishes, their characteristic
clinical sings and pathological changes, and attempts a comparative
neuropathological analysis of human and different animal toxic ence-
phalopathies.

M. WENDER, Z. ADAMCZEWSKA-GONCERZEWICZ, A. ZORAWSKI
(POZNAN, POLAND)

THE EFFECT OF METHYLNITROSOUREA (MNU) INTOXICATION
ON THE FATTY ACID PATTERN OF MYELIN LIPIDS

Our earlier investigations have shown that treatment of adult BD
IX rats with MNU (60 mg/kg of body weight) for 6 successive days
caused unexpectedly large alterations in the fatty acid (FA) spectrum
of all studied lipid components of the myelin fraction. In this study

Neuropatologia Polska — 10
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we were concerned with myelin lipids showing no quantitative chan-
ges in the above experimental model.

The results demonstrate that the fatty acid spectrum of all myelin
lipid components was significantly altered by MNU treatment. In the
phosphatidylcholine fraction besides minor changes in various FA,
the content of palmitic acid (16:0) was significantly reduced.
Phosphatidylserine showed an increased percentage of oleic acid (18 : 1)
and lower percentage of decosahexaenoic acid (20 : 6).

Significant changes were noted in the FA pattern of galactolipids.
Cerebrosides showed reduced percentages of oleic acid (18:1), along
with an increased content of lignoceric acid (24 :0). Increased percen-
tages of lignoceric acid were also seen in the sulfatide fraction. Besides,
the sulfatides were enriched with respect to linoleic acid (18:2), but
contents of linolenoic (18:3), and of the (20:5) acids were markedly
reduced.

The results presented are a further extension of our previous obser-
vations demonstrating that intoxication by alkyl derivative of nitro-
sourea brings about severe deterioration in the metabolism of fatty acyl
residues of lipids, the essential components of mebrane structures of
the nervous tissue. However, the mechanisms by which these com-
pounds or their metabolites affect the metabolic pathways of the
myelin — oligodendroglial system remain obscure.

L. LEEL-OSSY (ESZTERGOM, HUNGARY)

NEUROPATHOLOGICAL FINDINGS IN CHRONIC CARBON
DISULFIDE EXPOSITION

The observations and experiments carried out hitherto have not de-
termined the nature of the damaging effect of carbon disulfide on the
central nervous system. Some authors emphasize the angiotropic, while
others the neurotropic effects of the poison. It is extremely difficult
to define the dose at the working place that may cause toxic symptoms.

After our clinical investigations (ten years) among the artificial fiber
workers we came to the conclusion that there was no specific toxic
effect upon the central nervous system. We attempted to confirm our
benign negative statement by animal experiments.

We placed for half a year different species in the working place.
After this time we carried out neuropathological examination on
5 cocks, 22 guinea pigs and 23 rabbits. Control examinations have also
been made.
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No change could be observed in the behavior and the neurological
state of the animals. What we considered to be most essential were
the changes in the glial system (mainly in astrocytes) of the white
matter. These glial changes were surely of protective or of excitatory,
progressive character, though regressive signs could also be seen rarely
in part of the two types of neuroglia.

We concluded that the chronic non-toxic carbon disulfide inhalation
had a gliotropic effect without any obvious clinical symptoms in expe-
rimental animals.

M. DAMBSKA, M. MASLINSKA (WARSAW, POLAND)

THE INTERACTION EFFECT OF PHENOBARBITAL
AND DDVP ON MYELINATION

A combined effect of phenobarbital and dichlorvos on the process of
rabbit brain myelination was investigated. Pregnant rabbits received
phenobarbital per os (18.5 mg/kg body weight) since the 3rd day of
pregnancy till delivery. The offspring was treated with DDVP (10 mg/kg
body weight) since 6th till 15th day of life. Brains of young rabbits
were morphologically examined on the 16th and 32nd day of life.
A lower degree of myelination of the corpus callosum and the internal
capsule was observed in the experimental animals as compared to the
control. Ultrastructural studies showed degenerative changes in myeli-
nating glial cells: abnormal process of myelination with degeneration
of some axons. These changes in comparison to those observed in
animals treated only with pesticide seemed more advanced both in glial
cells and in myelinating nerve fibers. Ultrastructural pictures indicate
addition of the injurious effect of phenobarbital administered during
fetal life and dichlorvos given in the period of brain myelination.

D. MASLINSKA, M. DAMBSKA (WARSAW, POLAND)

THE INTERACTION EFFECT OF PHENOBARBITAL AND DDVP
ON MATURATION OF CEREBRAL AND CEREBELLAR CORTEX
IN RABBIT

The effect of dichlorvos on the development of cerebral and cerebel-

lar cortex in progeny of mothers treated with phenobarbital was in-
vestigated in rabbits.

http://rcin.org.pl



316 Polish-Hungarian Symposium Nr 2

Pregnant animals received phenobarbital (18.5 mg/kg per os) since
3rd day of pregnancy till delivery. Newborns were treated with dich-
lorvos (10 mg/kg per os) since 6th till 15th day of life.

Biochemical investigations of AChE activity (Ellman method) showed
statistically significant decrease of enzyme activity in cerebellum of
experimental animals as compared to the control.

In histochemical investigations the topographical changes of the
enzyme localization in the cerebellar cortex were observed. In neuropil
in the granular and molecular layer these changes were more pronoun-
ced.

The degenerative changes of cells of the cerebral and cerebellar
cortex were visible in the electron microscope especially in mitochon-
dria. They were more pronounced than in animals treated only with
dichlorvos.

The mechanism of the observed changes is discussed.

I. BALOGH, L. SZEGEDY, P. SOTONYI, E. SOMOGYI
(BUDAPEST, HUNGARY)

ELECTRON MICROSCOPICAL AND CYTOCHEMICAL
INVESTIGATIONS OF CARBON MONOXIDE POISONING
IN THE CENTRAL NERVOUS SYSTEM

Acute carbon monoxide poisoning is a common environmental hazard.
Using white rats, carbon monoxide inhalation experiments (gaseous
atmosphere contained: 44.12% O,, 5.25% CO, in carbon monoxide, expo-
sition time: 0.5 — 4 minutes) were conducted. After a 2.5% glutaralde-
hyde perfusion, the cerebral and cerebellar cortex, the hippocampus
and the facial nucleus were investigated. In the pericapillary space and
around the myelin sheaths a striking edema was noted. In the Golgi
area of Purkinje cells only a cisternal dilation was found while the
interlamellar space remained almost intact. Swelling of the mitochon-
dria, appearance of lipid droplets intramitochondrially, lamellar fusion
of the endoplasmic reticulum, a widening of the synaptic membranes,
dendritic edema and severe myelin and axonal alteration were the main
ultrastructural characteristics. Using lanthanium tracer a severe
alteration of permeability was detected, while the mitochondrial mem-
branes remained unaltered. The cytochrome oxidase activity decreased,
while at the 3rd minute the succinate dehydrogenase reaction showed
a tendency to increase. The intramitochondrial calcium content was
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elevated. Hence besides the mainly histotoxic pathomechanism some
hypoxic events such as . mitochondrial membrane permeability and
several cytochemical features, should not be neglected.

M. KOZIK, J. SZCZECH (POZNAN, POLAND)

THE EFFECT OF ,,CYNKOTOX” ON THE ACTIVITY
OF BRAIN DEHYDROGENASES

An experimental study was conducted on 8 Wistar rats fed intraga-
strically with 1.0 g of ,,Cynkotox” for 10 consecutive days. The prepa-
ration ,,Cynkotox” is a fungicide of wide agricultural application. After
the experimental feeding period, the animals were killed by heart
puncture followed by exsanguination and their brains were subjected
to histochemical examination with respect to the activity of wvarious
oxidoreductases.

The examinations were carried out on cryostat sections as well as
on small cerebral and cerebellar fragments incubated for 16 h at 4°C
and then fixed and embedded in paraffin, according to the method
described by Kozik et al. (1979). An ultrastructural examination of the
mitochondria was made as well.

It has been shown that ingestion of ,,Cynkotox” caused considerable
lesions of many mitochondria, exerting also an inhibitory effect on
various dehydrogenases.

M. TARCZY, 1. TULOK, M. PAPP, A. TAKATS, A. AUGUSZT
(BUDAPEST, HUNGARY)

CORRELATION AMONG NEUROLOGICAL, BIOCHEMICAL AND
NEUROPATHOLOGICAL FINDINGS IN EXPERIMENTAL
ENCEPHALOPATHY PRODUCED BY THIAMINASE
CONTAINING FISH IN CAT

According to literary data a diet containing fish rich in thiaminase
produces encephalopathy in cat, which is very similar to Wernicke-
-Korsakoff disease. Adult cats were fed with salt water herring and

sacrificed after the development of deep coma (average time: 34 — 40
days). The initial symptoms of encephalopathy (ataxia, dilatation of
pupils, etc.) were registered after 26 — 30 days of experiment.

Venous blood samples were taken at the beginning of the trial, on
the 3rd week, i.e. before the onset of neurological symptoms, and before
autopsy. The levels of pyruvate, lactate and citrate- were measured.

A significant rise of pyruvate was observed on the 3rd week, when
no neurological symptoms could have been detected.
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Pyruvate levels in the stage of deep coma with serious neuropatho-
logical changes were extremely high, accompanied with a slight
increase of lactate and citrate.

The findings suggest the importance of altered pyruvate metabolism
in the pathogenesis of this type of encephalopathy.

Z. JANKA, I. SZENTISTVANYI (SZEGED, HUNGARY)

STUDIES ON THE NEUROTOXICITY AND DISTRIBUTION
OF LITHIUM IN BRAIN CELL CULTURE

We have studied the toxic effects of lithium and its distribution
and transport characteristics in brain cell cultures. Lithium chloride
was added in 5 and 10 mM concentrations for different periods of
exposure time to dissociated cultures obtained from chick embryonic
brain. When supplementing lithium at day 1 in wvitro for five days,
a dose-dependent decrease in total protein was observed in the cultu-
res, as compared to the sodium-treated controls. Profound reduction
was revealed in the length of neuronal processes and in the number
of neuronal cell bodies by phase contrast microscopy and by morpho-
metric means. Ultrastructurally swollen and degenerating nerve pro-
cesses were found after lithium treatment suggesting a particular sen-
sitivity of these structures to lithium ion.

The transport experiments demonstrated that lithium uptake of glial
cells was significantly lower than that of the neural elements. A steady
state distribution of lithium was observed by 30 min of incubation
period. Lithium influx into the cells was strongly dependent on the
external sodium level in a reciprocal manner. A lithium-sodium hetero-
-exchange was revealed in the nerve cell cultures suggesting a physio-
logical importance of this mechanism in lithium homeostasis of the
central nervous system during prophylactic maintenance lithium the-
rapy, including the toxic side effects as well.

M. SNIATALA-KAMASA, M. WENDER, A. PIECHOWSKI
(POZNAN, POLAND)

THE ULTRASTRUCTURE OF THE RAT OPTIC NERVE
IN THE COURSE OF CHRONIC TRIETHYL TIN (TET)
INTOXICATION

Wistar rats were intoxicated chronically with TET according to the
method described by Eto et al. (1971). The poison was administered
per os, via the drinking water, which contained 5 mg of TET/1 for the
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first 15 days, thereafter the concentration of TET was increased to
10 mg/l.

Beginning from 9th day of TET ingestion the experimental animals
developed gradually a decreased motoric activity, and after 25 days
of TET ingestion, paralysis of the hind extremities and of sphincters
occurred.

The electron microscopic picture of the optic nerves, taken after
10-day treatment with TET revealed focal delamination of the myelin
sheath, which tended to extend as intoxication continued and finally
all kinds of axons the large and small ones were affected.

During the late period of TET ingestion (longer than 60 days) the
optic nerves exhibited severe edematous changes. They were packed
with large, filament-containing vacuoles, surrounded by lamellar struc-
tures.

This heavy extensive vacuolization of the optic nerve resulting from
ingestion of TET would indicate a high sensitivity of the nerve fibers
in the optic nerve, especially of large axons, towards chronic intoxica-
tion with TET.

H. CSERMELY (BUDAPEST, HUNGARY)

CONGENITAL UREMIA WITH MICROCEPHALY AND
LEUCODYSTROPHY

In a 3 month old suckling the autopsy revealed hypoplastic, hardiy
bean sized kidneys as the cause of uremia. Beside microcephaly the
neuropathological examination showed orthochromatic leucodystrophy.

The author considers the possibility that the microcephaly and the
orthochromatic leucodystrophy might have been the responses of the
developing CNS uremia.

W. M. NYKA, J. BOROWSKA-LEHMAN, A. DUBRZYNSKI, J. JANKOWSKA
Z. FORYCKI (GDANSK, POLAND)

CLINICAL AND MORPHOLOGICAL ASPECTS OF ACUTE
SUICIDAL INTOXICATIONS

The authors present the clinical and neuropathological picture of
four patients (women of ages 14, 19, 67 and 70), who died of poisoning.
The reasons of poisoning were: isonicotinic acid, silver nitrate, petrol
and relanium. The patients were taken to the Acute Poisoning Ward
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unconscious and in a serious condition. The symptoms of disseminated
lesion of the central nervous system, of decerebration and brain edema
were diagnosed. The patients died after 4, 5 and 2 days of hospitaliza-
tion. Only in the case of one patient poisoned by relanium the survival
time was three months.

In the case of patients, who died a few days after poisoning the
edema of capillary endothelium, capillary-venous hyperemia and mer-
phological features of the brain edema were observed. The recent
hemorrhagic effusions were found in the leptomeninges and the recent
suffusions in the cerebral cortex and subcortical white matter.

In the neurons, especially in cortical neurons, the features of dege-
neration and large areas of neuronal loss were observed.

In the case of patient with long survival time after poisoning the
hyalinisation of the small artery walls and inveterate suffusions in the
surrounding area were found. In the upper layers of the cerebral cortex
an extensive glio-connective scar and degeneration of preserved neu-
rons were visible.

M. PAPP, A. TAKACS, M. TARCZY, P. HARCOS, A. AUGUSZT
(BUDAPEST, HUNGARY)

COMPARATIVE NEUROPATHOLOGICAL EXAMINATIONS
IN WERNICKE-KORSAKOFF ENCEPHALOPATHY
AND IN EXPERIMENTAL ENCEPHALOPATHY PRODUCED
BY THIAMINASE CONTAINING FISH

Neuropathological alterations observed in human Wernicke-Korsa-
koff encephalopathy (W-K) and in cats held on a raw fish diet con-
taiining thiamine destroying enzyme were compared. The encephalo-
pathy developed about in 40 days in cats resembled mostly to the
subacute form of the W-K.

Besides microhemorrhages, its histopathological characteristics were:
capillary proliferation, progressive astroglial changes and a moderate
damage to the nerve cells. Especially the astroglial changes observed
in both species were similar. The characteristic lesions in cats were
localized around the 4th ventricle and in the colliculus inferior, while
the areas around the cerebral aqueduct and the 3rd ventricle, as well
as the thalamus and hypothalamus showed less damage than in man.
On the other hand, astroglial reactions, capillary proliferation and
petechial hemorrhages, besides these localizations were observed often
in other parts of the central nervous system in cats.
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In our opinion the great similarity of the glio-vasal changes in the
vicinity of the cerebrospinal fluid space in the two species might be
a valuable sign of a common pathomechanism of both conditions.

A. GUSEO, L. GYORI (PECS, HUNGARY)

ELECTROPHYSIOLOGY AND NEUROPATHOLOGY
OF CARDIAC ARREST

Characteristic pattern of generalized periodic paroxysmal discharges
has been described in Jakob-Creutzfeldt disease, in some cases after
nead injury, cardiopulmonary resuscitation or in cases of uncleared
comas. In our previous paper (Szirmai et al., 1975) we presumed that
the generator of the triphasic discharges might be localized in a cir-
cumscribed area of the thalamus and the non-specific activating sys-
tem.

Now we give account of our observations and neuropathological
analysis of a 39 year old male who suffered a 366 second long cardiac
arrest and survived in an apallic state for 39 days.

After the resuscitation a permanent 2 — 2.5 cps spike-wave pattern
was observed superposed by beta waves. During apnea a transient
slowering of the periodical paroxysmal activity was observed and after
the normalisation of oxygen uptake the slow spike-wave pattern could
be registered. Following the acute period two characteristic electric
patterns could be distinguished: 1) periodic paroxysmal complexes,
2) a complex fluctuating activity in which generalized synchron theta-
-delta waves, a 6 cps spindle activity, resembling the ,recruiting tha-
lamic response” and low voltage ,,suppression burst” periods were al-
ternating.

The neuropathological investigation revealed a widespread laminar
necrosis in the third and fifth layer of the cerebral cortex. In the
brain stem the putamen and caudate nucleus were the most affected
areas. In the thalamus the medial nuclei and in the mesencephalon the
periaquaeductal region was gliotic.

The distribution of pathological alterations corresponded to that,
observed in case of Jakob-Creutzfeldt disease. The appearance of pe-
riodic paroxysmal complexes depends on the cortical functional state
determined by the actual balance of the brain stem activating system.
Szirmai, I., Guseo, A., Czopf, J., Palffy, G.: Analysis of clinical elec-

troencephalographic and histopathological data in a case of Jakob-

-Creutzfeldt disease. Current Topics in Neuropathol. Facultas, Wien

1975, Vol. 2, 33 — 37.
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L. SZEGEDY, 1. BALOGH (BUDAPEST, HUNGARY)

ULTRASTRUCTURAL STUDIES IN THE RAT BRAIN DURING
CHEMICALLY EVOKED CONVULSIONS

Ultrastructure of the rat cerebral and cerebellar cortex of the hip-
pocampus and facial nucleus was examined during methionine sulphox-
imine (MSO) provoked convulsions. The animals were killed 3, 6 and
12 hours after i.p. injection of MSO (600 mg/kg). Convulsions appeared
in about 4—5 hours, status epilepticus developed in about 8—9 hours
after injection.

At the onset of MSO effect the swelling of cytoplasm and pro-
cesses of astrocytes were revealed. Proliferative changes of cytoplas-
mic organelles were found. Following the appearance of convulsions
a progressive edema, degenerative changes of organelles in the cyto-
plasm and in the processes could be observed.

After the appearance of the first few reactive and proliferative neu-
ronal alterations the cisternae of the Golgi complex and of the endo-
plasmic reticulum were dilated. The mitochondria were swollen, cri-
stae partly fragmented, and a partial lysis could be observed. Some
dense mitochondria containing lipid inclusions and vacuoles appeared.

The damage of synapses occurred after the appearance of convulsions.
After the start of mitochondrial destruction in the terminal axons
a decrease in number of vesicles and a thickening of synaptic mem-
brane was noted.

The most striking neuronal alterations were found within the ce-
rebellar cortex and the hippocampus. The changes of the facial nucleus
were less pronounced. The structures of the cerebral cortex were
mostly spared.

I. TARISKA (BUDAPEST, HUNGARY)
ENCEPHALOMYELITIS DUE TO ENTEROVIRUS 71 INFECTION

In 1978 aseptic meningitis and encephalitis epidemy due to entero-
virus 71 infection was disseminated in Hungary predominantly among
children below five years of age. Cerebellar ataxia, polio-like paralysis
of the limb(s) were main clinical manifestations of the encephalitis,
furthermore bulbar symptoms which ended freequently in death. The
causative agent was either isolated (in five instances) or evidenced by
presence of specific [gM and antibodies in the serum.

The central nervous system exhibited strikingly similar histopatho-
logical changes in 17 cases investigated. It was a hyper acute encepha-
lomyelitis with miliary necroses predominantly in gray matter of the
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brain stem and spinal cord. The tectal and tegmental portions were
more severely involved than the basal parts. The changes decreased
in the severity in the cerebellum and hypothalamus. The cerebral and
cerebellar cortex and white matter were affected either in a lesser
degree, or were entirely preserved. In addition, a peculiar fibrillary
gliosis varying in extent and severity was detected in all but two cases
surpassing the inflammated fields.

Interpretation of the findings and the differential diagnosis will be
discussed.

S. KRAJEWSKI, K. OLSZEWSKA, Z. KRASNICKA (WARSAW, POLAND)

INFLUENCE OF RABBIT SERA WITH CHRONIC SERUM SICKNESS
ON ORGANOTYPIC TISSUE CULTURE OF THE NERVOUS SYSTEM

The influence of serum from rabbits with chronic serum sickness on
the nervous tissue cultures was examined. Experimental chronic serum
sickness is a classical model of immune complex disease which leads
to renal insufficiency and uremic syndrome. The aim of the present
work was to evaluate the morphological changes caused by uremic
toxins and to examine the pathogenic role of antigen-antibody
complexes in the nervous tissue.

The studies were performed on 3 week cultures of newborn rat ce-
rebellum. The sera used in the experiments were differentiated with
regard to urea, creatinine, the content of anti-BSA antibodies and the
presence of circulating immune complexes. The observations were made
4, 24, 48 and 72 hours after serum addition. The cultures were inves-
tigated by light, fluorescent and electron microscope.

Sera from rabbits with high uremic syndrome indexes led to promi-
nent disorders in neurons, glial cells and the myelin structure. Cha-
racteristic for the cultures of this group was also the appearance of
a great number of progressively changed microglial cells.

The accumulation of immune complexes in the astroglial cytoplasm
were observed in all cultures after the incubation with immunized
sera. The phenomenon of phagocytosis of immune complexes by astro-
glia is discussed.

M. GALLAI, G. AMBROZY (BUDAPEST, HUNGARY)

COLLAGEN POCKETS OF SCHWANN CELLS
WITH DIFFERENT TYPES OF NEUROPATHIES

In 15 sural nerves of polyneuropathy patients we defined the relation
of unmyelinated fibers and collagen pockets and we expressed it as
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the percentage of pockets, related to the number of axons. This rela-
tion may be characteristic for polyneuropathies of different etiologies.
On the basis of our examinations it seems, that the percentage of
collagen pockets is characteristically high with HMSN and paraneo-
plastic neuropathies untreated with cytostatic drugs. On the other hand,
it is low with hypothyreosis and the more frequent form of diabetic
neuropathy. In the future, with the examination of a greater number
of cases, probably characteristic relations may be found also in cases
of other etiologies.

This simple method may have a diagnostic significance in sural nerve
biopsies.

K. RENKAWEK (WARSAW, POLAND)

ULTRASTRUCTURAL PROPERTIES OF BRAIN CAPILLARIES
CULTURED IN VITRO

In the CNS cultures, originally explantated as well as newly formed
vessels are present. Two parallel processes are observed: maturation
of capillaries and following stages of vasculogenesis from the simple
form of vascular sprouts to the vessel wall formation. Particular mor-
phological structures involved in BBB function in situ (tight junctions,
besement membrane, perivascular glial endfeet) are present in wvitro.
The endothelial cells in spite of blood flow deprivation possess mor-
phological features expressing their function in transport and the
inherent ability to form characteristic membrane junctions. The forma-
tion of capillaries and their maturation in vitro is correlated with the
development of glial cells and with the formation of a layer of astro-
glial processes around the vessels. This indicates that astrocytes actively
cooperate in BBB function and this feature distinguishes the brain
vessels from the vessels of other organs.

M. MAZLO (BUDAPEST, HUNGARY)

MARGINAL HEMOSIDEROSIS

The forms of iron storage were investigated in a case of marginal
hemosiderosis, in which an ependymoma was the source of the minimal,
recurrent bleeding. The meninges overlying the spinal cord, cerebellum
and the base of cerebrum, as well as the 2 — 3 mm deep underlying
tissue were of rust-brown color and gave the Berlin blue reaction.
In addition, the ependyma and the underlying tissue of the IIIrd and
IVth ventricles showed the same coloration.
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Three forms of iron pigment storage were conspicuous under the
light microscope: diffuse, small granular and coarse-grained.

The electron microscopic examination supported this observation.
Iron was found most often in fine granular form in the cytoplasmic
matrix or surrounded by a membrane in the cytoplasm of the Berg-
mann glia cells, which corresponds to the diffuse form of Berlin blue
reaction. In the cytoplasm of microglia iron clustered in large granu-
les with sharp outline. This form corresponds to the small granules
seen under the light microscope. The coarse grains which seemed tc
be isolated under the light microscope, showed no connection with
cells in the electron microscope. Their variable structure contained no
cell components.

G. SZUMANSKA, M. OSTENDA (WARSAW, POLAND)

HISTOENZYMATICAL CHANGES OF CEREBRAL VESSELS
IN EXPERIMENTAL HYPOXIA

Histochemical studies were carried out on 60 rats subjected to short-
-lasting anoxia. The animals were ventilated with a gas mixture con-
taining: I group: 92% N, and 8% O,; II group: 96% N, and 4% O,
III group: N, (technical).

In the cerebral capillaries and in the cellular elements of the rat
brain, nucleoside phosphatases, butyrylcholinesterase and alkaline
phosphatase were demonstrated at the light microscopy and electron
microscopy level. The rats were sacrificed at ,,0”, 1, 2, 4, 24 and 48
hours after hypoxia.

Significant reduction of enzymatic activity in the blood vessel walls
and increased activity in cellular elements of the nerve tissue was
observed after hypoxia. Normalization of the histochemical picture was
noted 24 and 48 hours following hypoxia.

At electron microscopy level deposits indicating the site of enzymes
activity were localized in intermembraneous spaces and in the endo-
thelial cytoplasm. At 24 hours after hypoxia electron microscopic
picture showed no differences as compared to the control ones.

J. MIKLOSSY (BUDAPEST, HUNGARY)

BRAIN STEM ENCEPHALOPATHY DUE TO VASCULAR
MALFORMATION IN THE MESENCEPHALON

A case of vascular malformation of the brain stem will be presented
from the clinico-pathological point of view. The patient died at the
age of 69. Slowly progressive brain stem symptoms developed for
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several years accompanied by rhytmic myoclonus in the muscles of
the face and trunk.

The neuropathological examination revealed bilateral, though slightly
asymmetric angioma localized along with the tegmentum of the mesen-
cephalon and pons. A hypertrophic degeneration of the olives was
caused in the consequence of lesions of the central tegmental tract and
dentate nucleus. At the cervical level of the spinal cord pathologi-
cally dilated vessels and dysraphic phenomena were found.

A. TARASZEWSKA (MINSK MAZOWIECKI, POLAND)

ELEKTRONENMIKROSKOPISCHE UNTERSUCHUNG
BEIM pt-KANINCHEN

Bei 7 Kaninchen mit dem erblichen paralytischen Tremor (Symbol
pt) im Alter von 6 bis 10 Wochen wurden elektronenmikroskopische
Untersuchungen der Basalganglien, des Kleinhirns und Riickenmarks
dargestellt.

Nach den ultrastrukturellen Befunde sind die Veranderungen in den
Nervenzellfortsatzen, insbesondere in Axonen auffallender und hatfi-
ger als Veranderungen im Perikarion der Nervenzellen.

Daneben treten Markscheidenschdden auf, bei denen jedoch eine
sekundare Myelindegeneration ist gering; meistens handelt es sich um
Myelinisationstorungen.

Auf der Beteiligung der Gliazellen und ultrastrukturellen Merkmale
der intrazerebralen Verkalkungen in Beziehung zu der neuronalen La-
sionen wird auch kurz hingwiesen.

1. OVARY, S. FAZEKAS, E. HORVATH (BUDAPEST, HUNGARY)

INFLAMMATORY AND POSTINFLAMMATORY
ENCEPHALOPATHIES IN INFANCY

The astroglial cells are involved in the majority of inflammatory pro-
cesses during the intrauterine and postnatal life. Mossakowski, Seitel-
berger, Brotchi and Gerebtzoff examined the characteristics of reactive
and activated astroglial cells in different encephalopathies. The laminar
arrangement of astroglial fibers of the hypendymal layer along the
cerebral ventricles and their seam formation were studied earlier (Ovéa-
ry et al.). The present report is concerned with quantitative topo-opti-
cal review of the astroglial fiber system along the middle line axis
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comparing 6 cases of Chiari II deformity and 6 babies died after ente-
rovirus 71 infection.

Involvement of the raphal astroglial fiber system was envidenced in
the cases died after enterovirus 71 infection using the substructural
gold topo-optical reaction (Ovary, Fazekas). These data suggest that
the depolimerisation of the subunits of astroglial fibers during the in-
flammatory and postinflammatory process is responsible for decreasing
anisotropy. The myosin-like protein has been found in the cells of
different mammalian brains. The results of the first experiments in
connection with human brain myosin was interpreted in a previous
report (Fazekas).

Some biochemical data in a number of experimental in vitro con-
ditions resulting in polymerisation and depolimerisation of different
types of myosins were studied in our Laboratory in order to elucidate
some mechanism underlying the postinflammatory processes. The de-
fective astroglial cells producing more vulnerable angio-glio-neuronal
units seem to be insufficient to react against further noxas (astroglial
insufficiency).

Mossakowski, M. J. (1970) VIth Inter. Congr Neuropath. Paris. Masson

(ed), Paris, 1970, 366 — 376.

Seitelberger, F. (1970) VIth Inter. Congr. Neuropath. Paris, Masson (ed),

Paris, 1970, 392 — 406.

Brotchi, J. Gerebtzoff, M. A. (1970) VIth Inter. Congr. Neuropath.,

Paris, Masson (ed.), Paris, 1970, 532 — 533.

Ovary, 1. et al.: Aktuelle Probleme der Neuropathologie. 56 — 60. 1973.

Facultas Verlag, Wien, K. Jellinger (ed.), 1973.

Ovary, 1., Fazekas, S.: Acta Morph. Acad. Sci. Hung., Budapest, 1979.
Fazekas, S. et al.: Proc. 19th Hung. Ann. Meet. Biochem., Budapest
1979, 159 — 160.

J. DYMECKI, M. WALSKI, E. MEDYNSKA (WARSAW, POLAND)

TENTATIVE MORPHOMETRIC STUDY OF CHANGES
IN EXCITATORY SYNAPSES AFTER AUDIOGENIC
" EPTLEPTIC SEIZURES IN MICE

The aim in view was an attempt to evaluate morphometrically the
changes occurring in cholinergic synapses, caused by audiogenic convul-
sive seizures in mice.

The experiments were performed with 12 Swiss Albinos Rb mice
with genetically conditioned audiogenic epilepsy. The animals were
divided into three groups: I — after a single epileptic seizure, II -—
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after a series of epileptic seizures (24 attacks in 3 days), III — control
group.

The seizures were evoked by ringing a bell with 100 dB intensity.
After immediate decapitation material was taken from the motor cortex
for electron microscopic examination and impregnated by the zinc-
-iodide-osmium tetroxide (ZIO) method after Kawana (1969). Some
authors suggest that the synaptic vesicles may translocate under the
influence of neuron stimulation towards the synaptic cleft. In order
to check the correctness of this concept, the number of vesicles filled
with transmitter substance (impregnated with ZIO) and of the ,empty”
ones was determined in three successive zones of the synaptic button,
at various distances from the synaptic cleft.

It results from the morphometric analysis that the joint number of
synaptic vesicles per 1 um? button section diminishes after a single
seizure as compared with the control. After a series of seizures the
changes were less pronounced.

The distribution of the vesicles within the synaptic button did not
undergo significant changes after the seizures. The highest number of
vesicles, in both experimental groups as well as in control, was noted
in central zone of the synaptic button, that is at a distance of 0.1 to
0.2 um from the cleft. The total number of synaptic vesicles impregna-
ted with zinc iodide decreased after a single seizure, as well as after
a whole series as compared to the control.

No marked predilection of vesicles filled with the transmitter sub-
stance to settle in a definite zone of the synapse could be established.

The results were confronted with concepts advanced in the literatu-
re, concerning the mechanism of transmitter substance release from
synaptic vesicles as the effect of excitation of the neuron.

A. TAKATS, S. KOMOLY, E. CSANDA, A. SZUCS, A. AUGUSZT
(BUDAPEST, HUNGARY)

HISTOCHEMICAL EXAMINATIONS IN EXPERIMENTAL BRAIN
EDEMA INDUCED BY %Y IMPLANTATION

Epidural or intracerebral implantation of %Y rods results in a stan-
dard vasogenic brain edema. Resolution of edema fluid, cell reaction
and the antiedematic effect of different drugs can be traced well by
this experimental model.

In our present experiments the late period of vasogenic edema was
examined using some histochemical reactions.
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MY rods of 0.25 — 2 mCi activity were implanted into the epidural
space in cat. The animals were sacrificed 24 — 74 days after operation.
Evans blue administered intravenously was used as a tracer for detec-
tion of protein extravasation. The oxidative enzymatic activity in
astrocytes increased extremely about the 30th day. Later, that is bet-
ween 50 — 70 days this enhancement moderately decreased. The chan-
ges of histochemical activity of astrocytes compared with spreading
of Evans blue appear to be a valuable sign also for the detection of
vasogenic edema.

Z. M. RAP (WARSAW, POLAND)

PEROXIDATIVE PROCESSES AS A FACTOR IMPAIRING THE
NERVOUS TISSUE MEMBRANES DURING VASOGENIC BRAIN
EDEMA

In vasogenic brain edema the deprivation of protective properties of
membranes probably depends on the enzymic and free radical degrada-
tion of their protein and lipid components. The level of sulfhydryl (SH)
group as well as conjugated double bonds (CDB) — intermediate form
of free radical reaction and lipid antioxidants were estimated bioche-
mically in the nervous tissue during development of vasogenic brain
edema induced by cold injury (Rap, Wideman, 1976; Rap, Dabrowiec-
ki, 1978).

The total protein and nonprotein SH group level decreased signifi-
cantly during the first 24 hours of brain edema, while in 36 and 48 hrs
their level was still lower but showed a marked tendency to return to
the control value. During the first 6 hrs spread of brain edema CDB
level increased threefold and this was accompanied by a decrease in
the level of lipid antioxidants. At 12 hrs, CDB dropped below the
control level, while lipid antioxidants reached the control value. Then,
at 24 and 48 hrs, CDB as well as lipid antioxidant levels were elevated.
Reduced glutathione and Decadron phosphate injected intravenously
prior to experiment diminished the dynamics of the development of
brain edema, decreasing the water content in the damaged hemisphere.
At the same time a decrease of free radical reactions noticed.

These results suggest that the development of vasogenic brain edema
is accompanied by degradation of the membraneous system of the ner-
vous tissue by peroxidative processes, which is expressed by the increase
of free radical-lipid peroxidation and simultaneous decrease of sulfhy-
dryl compounds.

Neuropatelogia Polska — 11
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J. KALUZA, J. KUJAWSKA, R. KIJAK, 1L GOSCINSKI (CRACOW, POLAND)

MORPHOLOGICAL AND CYTOCHEMICAL STUDIES OF GLIOMA
CELL CULTURES AFTER MEGAVOLT IONISATION

The investigations were performed on cultures of neoplasms of glial
origin i.e. 15 multiform glioblastomas and 12 anaplastic oligodendro-
gliomas. The tumor tissue obtained at surgery was fragmented to 1 mm?
specimens used for crude culture preparations: 4 — 5 explants were
placed on glas slide prior to explantation and covered with plasma clot.
Parkers 199 medium was used as nutritional environment enriched
with calf serum and embryo extract. The irradiation of cultures was
performed on the at least 14th day of culture, when the growth zone
became well developed. Before irradiation the tumor cells were counted
in the growth zone by the use of a phase-contrast optical arrangement.

As the source of ionic radiation cobalt 60 was used. Up to the 8th
day no changes in the cells were observed, then the first signs of cul-
ture damage appeared. The cultures lost the adhesiveness to the ground,
at first the explants, very seldom the cells of the growth zone. Later
the cell processes receded from each other, shortened and the tumor
glial cells became rounded off. In the cytoplasm vacuolisation appeared
later; granules of various sizes filled especially the cytoplasm around
the nucleus. In some cells homogenous material was present in the
cytoplasm shifting the cell nucleus aside. LDH and acid phosphatase
as a lysosomal enzyme were used as markers of the progressing degene-
rative changes. The enzymatic changes did not precede the morpholo-
gical signs of cell damage. The accumulation of the reaction product
was growing parallel to the progressing degeneration of the cells. Ho-
wever, only part of the cells degenerated, very few remained intact
and well preserved.

H. KROH (WARSAW, POLAND)

TRASFORMATION OF OLIGODENDROGLIA; AN EFFECT
OF ETHYLNITROSOUREA APPLICATION

The electron microscopic study concerned groups of maternal mice,
their offspring and adults injected i.v. with a single dose of ENU. Hi-
stologically the investigated brains presented two main types of chan-
ges: nests of cells and foci of demyelination. Several animals in each
experimental group were affected. Cellular nests composed usually of
few glial cells were found only among white matter fibers of subepen-
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dymal area, in cerebellar white matter, brain stem, striatum and corpus
callosum. The earliest foci were found in 28 days old offspring the
latest — in 572 days old mother. Ultrastructurally, the striking featu-
res the nest-forming cells were closely interdigitated fine cytoplasmic
processes and abundant cytoplasm which distended the interfascicular
space. A few demyelination areas were detected in the offspring and
maternal mice. Thicker fibers were the most affected. Unchanged axo-
plasm was covered only in short distance with lamellar myelin sheath,
the other 'parts of the axon being covered with small vesicles and
membranaceous bodies.

The morphological features of interfascicular cellular nests and their
possible relation to neoplastic human neurinoma and experimental
MNU induced Schwannoma cells are discussed. Degeneration of myelin
without evident signs of the damage to the axoplasm could be connec-
ted with the development of abnormal oligodendroglial processes after
drug administration. It seems that the oligodendroglia becomes the
most involved and the demyelination is only a secondary event to the
primary transformation of oligodendroglial cells.

L. MAZIARZ, A. GODLEWSKI (POZNAN, POLAND)

MORPHOLOGICAL AND HISTOCHEMICAL CHANGES OCCURRING
IN THE BRAIN FOLLOWING INGESTION OF LARGE DOSES
OF ZINC OXIDE

Zinc oxide is generally thought to be of negligible toxicity. However,
because of its wide application in praxis we were interested in deter-
mining its effect on the morphology and histoenzymatic activity of
the brain.

The experiments were conducted on 12 rats fed intragastrically with
100 mg of ZnO daily, over a period of 10 days. Afterwards, the animals
were killed and their brains examined histologically and histochemi-
cally. Brain specimens designed for histoenzymatic assays were fixed
in the Baker’s solution for 16 hrs at 4°C, and those for morphological
evaluation — at room temperature.

The experimental brains displayed only negligible morphological alte-
rations of both nerve and glial cells. However, considerable changes
were found with respect to histoenzymatic activity of the experimental
brains. The acid phosphatase, acetylcholinesterase and ATPase activities
were reduced while that of TPPase was elevated.
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K. KARSAY, 1. DURKO (SZEGED, HUNGARY)
POLYNEUROPATHY IN CASE OF AN ACUTE COPROPORPHYRIA

In consequence to the biochemical and genetical examinations of the
last decades the porphyries do not belong anymore to the category of
rare diseases. As the range of the provoking chemicals and medica-
ments is increasing, we may expect its more often occurrence.

The authors present the case of a female patient of 38 years, who's
disease was diagnosed in the beginning because of its neurological
symptoms as an acute intermitting porphyria.

The quantitative and chromatographic examinations of the blood,
urine and feaces for porphyrin and its precursors proved the typical
case of an acute coproporphyria. B-vitamins, Stigmosan, Atriphos, a diet
rich in carbohydrates and adenosine monophosphate completed with
physicotherapic treatment gave a good result.

It could be observed again, similar to other authors, that there is no
tight relation between the perphyrin values measured in course of
different treatments and the clinical state of the patient.

http://rcin.org.pl



DZIAEL KRONIKI I INFORMACJI

Dr med. Tadeusz Majdecki, kierownik Zaktadu Ochrony Ukladu Nerwowego
w Centralnym Osrodku Badawczym Kolejowej Stuzby Zdrowia w Warszawie
uzyskal w dniu 23 maja 1979 r. stopien naukowy doktora habilitowanego na pod-
stawie pracy pt. , Ultrastruktura cial wtretowych w gangliozydozach i ceroid-lipo-
fuscynozie”.

Praca zostala wykonana w Zespole Neuropatologii Centrum Medycyny Do-
$wiadczalnej i Klinicznej PAN w Warszawie.

* * *

W ostatnich miesigcach nastepujacy koledzy uzyskali stopnie naukowe dokto-
ra nauk medycznych:

— mgr biol. Malgorzata Zaleska z CMDiK PAN w Warszawie na podstawie pra-
cy: ,,Metabolizm amin katecholowych i serotoniny w oun szczura w warunkach
niedotlenienia hipoksyjnego — wplyw zwiekszonego stezenia dwutlenku wegla
w anestezji pentobarbitalowej”. Promotor — prof. dr hab. med. Mirostaw J. Mos-
sakowski.

— lek. Milena Laure-Kamionowska z CMDiK PAN w Warszawie na podstawie
pracy: ,,Wplyw gestozy na mozg plodu”. Promotor — prof. dr hab. med. Maria
Dambska.

— lek. Stanistaw Krajewski z CMDiK PAN w Warszawie, na podstawie pracy:
,2Badania immunomorfologiczne oun w mocznicy u ludzi i do$wiadczalnej mocz-
nicy w przebiegu przewleklej choroby posurowiczej”. Promotor — doc. dr hab.
med. Zuzanna Krasnicka.

— lek. Teresa Nowak-Michalska, uczestniczka Studium Doktoranckiego przy
Instytucie Psychoneurologicznym na podstawie pracy: ,,Zaburzenia transmisji ner-
wowo-miesniowej w nadczynnosci tarczycy”. Promotor — dr hab. med. Barba-
ra Emeryk-Szajewska.

— lek. Piotr Kozlowski z CMDIK PAN w Warszawie na podstawie pracy:
»Uszkodzenia okolokomorowej istoty bialej w moézgu noworodka”. Promotor —
prof. dr hab. med. Maria Dambska.

Jerzy Dymecki
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3. Anamuescka-T'onnexkeBud: V3MeHEHMA JIUIUAOB MMEJIMHOBOM 000J0YKM 3pH-
TEJIBHOTO HepBa KPOJIMKA B Te4YeHMe OHTOIeHEeTUYEeCKOro pa3BUTHA . .

I'. Beunpaygep, 3. Kpacuunka: I'imanbHble aHTUTeHbl B KYJbType TKaHU
MO3Ke4YKa KpbIChI . . .

3. M. Pam, . Bugemas: Bnmume BOCCT&HOBJ’IEHHOI‘O b7 oxucneuuoro rmo'ra—
THoHa Ha obpa3oBaHMe CTPYKTYPHbIX M3MEHEHMM B HEPBHOM TKaHMU B OTe-
Ke MO3ra COCYAMCTOTO IPOMCXOXKAEHUA .

M. Cuxopcka: YpoBeHb 3'—b5’-LMKJINYECKOTO aneuosuumuocbocq:a'ra "u axm—
HOCTb QJEeHMJIOBOM LMKJa3bl, docdoamnscrepasbl 3'—>5'-UMKINIECKUX HY-
KJIEOTHJOB M KuHa3 OesKka B MO3rax KpbIC B YCJIOBMAX 9KCIIEPUMMEHTAJb-
HOTO OTpaBJE€HMUs OKMUCBIO yIrid . . A

3. BaneBcka: BauAnue oTpaBIEeHUA GGDEMeHHbIX Kpbxc Pom—xenom Ha aK’l’MBHOCTb
OKCHIOPEeAyKTa3 B MUTOXOHIAPUAX MO3ra IIOTOMCTBA . !

II. Hosauxu: Cy6ckiepHas remaToMa M TremMopparumydeckKue nameuemm 'mna
pachymeningosis haemorrhagica interna . . . . .

M. JIaype-KamuoHoBcka: Bimsanue recroza Ha MO3r Ijoja . :
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MO3ra KpbICbI B 3aBMCUMOCTM OT CTEIIeHM TUIIOTJIMKEMMM . .
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