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Astrocytic abnormalities dominating the neuropathological picture of
hepatic encephalopathy, underlie hypothesis of primary glial lesions
as the background of the disease syndrome (Mossakowski 1966; Seitel-
berger 1970). Impairment of astrocytes in encephalopathies resulting
from chronic and acute liver damage is similar, if not identical, to
that observed in hepato-lenticular degeneration. In both pathological
conditions it is characterized by concomitance of progressive and regres-
sive astrocytic changes. The former, expressed as cellular proliferation
and hypertrophy are considered to be the exponents of compensatory
processes, while the latter, taking the form of non-specific degeneration,
involving mostly cellular extensions, and leading to the appearance of
cells deprived of processes are resultants of the direct action of the
toxic factor or factors. Special types of glial abnormalities, considered
as typical of hepato-cerebral pathology appear against the background
of the above mentioned non-specific changes. These are Alzheimer cells,
type I and II, and Opalski cells. Alzheimer cells, type II, known also
under the names of naked nuclei or metabolic glia, are common for
both Wilson’s disease and hepatic encephalopathy, whereas those of type
1 are characteristic only of hepato-leniticular degeneration (Mossakow-
ski 1978). Opalski cells, described originally as pathognomonic for Wil-
son’s disease (Opalski 1930) appear in both processes, although they are
less common in chronic hepatogenic encephalopathy and do not occur
in the acute form (Mossakowski 1966; Mossakowski et al. 1974).

All the above mentioned pathological forms of astrocytes were ob-
tained in tissue cultures, growing in nutrient media supplemented with
either sera from patients with Wilson’s disease and hepatic coma or
exogenous compounds of copper and ammonia (Mossakowski et al. 1970).
They were also found in cultures on medium with exogenous sodium
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162 M. J. Mossakowski, H Weinrauder

malonate, a chemical inhibitor of the succinic dehydrogenase system (Ren-
kawek et al. 1973) and blood serum of rats, in which acute liver failure
had been induced by thioacetamide intoxication (Krasnicka et al. 1983).

Aiming at a further characteristics of astrocytic abnormalities in he-
patogenic encephalopathy, a series of immunomorphological studies was
undertaken. This seemed to be even more justified as Opalski cells are
considered by some authors (Kryspin-Exner 1931; Greenfield 1963) as
cells of mesodermal origin, contrary to the opinion of the author of
their original description (Opalski 1930) and numerous further data con-
cerning their morphology and metabolic properties (Mossakowski 1965).
Evidence of specific glial markers could, therefore, settle the question
of their histogenesis. Glial fibrillary acidic protein (GFAP), glutamine
synthetase (GS) and glial antigen, described by Weinrauder and Lach
(1975) were chosen as cellular markers.

MATERIAL AND METHODS

The studies were performed on organotypic cultures of newborn rat
cerebella carried out either in Carrel flasks or Maximov’s double co-
verslip chambers according to the method described by Krasnicka and
Mossakowski (1965). The nutrient medium, renewed twice weekly, con-
tained 50% of normal human serum, 40% of buffered salt solution (La-
boratory of Sera and Vaccines Production, Lublin, Poland) and 10°% of
chicken embryo extract. The medium was supplemented with glucose
to the final concentration of 600 mg%, pH was adjusted to 7.0—7.3.

Selected cultures after 6—8, 10—12 and 14—15 days in vitro were
divided into groups, which were exposed for 1—7 days to sera of untreat-
ed patients with Wilson’s disease or the hypermmonemic form of he-
patic coma and to exogenous copper acetate and ammonia chloride. The
scheme of experiments, basically identical with that used in previous
studies (Mossakowski et al. 1970) is presented in table 1.

The control cultures were grown for the whole time in routine nut-
rient media, without any of the above mentioned pathogenic factors.
Cultures were controlled every day under a phase-contrast microscope
and at chosen time intervals, depending on their general condition, were
used for histological and immunomorphological studies.

For histological examination, cultures were fixed in Carnoy’s solu-
tion and stained with toluidine blue.

Cultures for immunomorphological study were washed three times
(15 min each time) in PBS (phosphate buffered physiological solution
of sodium chloride), dried and then fixed in cold (— 20°C) acetone for
4 min. Fixed cultures were incubated in appropriate immune sera at
room temperature for 30 min and washed in PBS (3 X 15 min). The
second incubation was carried out in the F(ab), -fragment of anti-rabbit
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Immunopathology of glia 163

Table 1. Experimental scheme
Tabela 1. Schemat do$wiadczenia

Experimental Content in the nutrient
group Pathogenic factor medium Time of exposure
Grupa Czynnik patogenny Zawarto$¢ w S$rodo- Czas ekspozycii
doswiadczalna wisku odzywczym

serum from patients with hepato-

lenticular degeneration 50% 3—6 days
surowica chorych ze zwyrodnieniem dni
watrobowo-soczewkowym

serum of patients with hepatic coma 50% 3—-6 days
1I surowica chorych ze $piaczka wa- dni
trobowa
I ammonia chloride 100 mg% 1—3 days
X chlorek amonu dni
v cdpper acetate Cutt 24.5 y/ml 1—3 days
1 octan miedzi dni

IgG, conjugated with fluorescein (Boehring A. G., FRG), diluted
1:20. Incubation lasted for 30 min and was carried out with sera
from non-immunized rabbits (1:20) or PBS. The following anti-sera
were used: 1) Anti-GFAP serum, obtained from Protein Laboratory, °
Copenhagen University (dr E. Bock). Dilution 1 in 100. 2) Anti-GS
serum, obtained by subcutaneous immunization of albinotic rabbits with
glutamine synthetase (Sigma) with complete Freund adjuvant and
controlled in double immunodiffusion test (Weinrauder — in pre-
paration). Dilution 1 in 20. 3) Anti-glial serum, obtained from a rabbit
immunized by repeated intramuscular injections of rat brain extract
emulgated with complete Freund adjuvant; to eliminate non-specific
tissue antibodies, immune serum was additionally absorbed with serum
and homogenates of rat kidney and liver. A single precipitation band
was obtained in the immunodiffusion reaction with rat brain extract.
Previous studies have documented a selective glial immunofluorescence
reaction with this serum (Weinrauder, Krasnicka 1980). Dilution 1 in 20.

RESULTS

The morphological picture of cultures in all experimental groups was
identical with that described previously by Mossakowski et al. (1970).
All cellular elements of the nerve tissue were present in the cultures,
but pathological changes involved selectively astroglia. They were repre-
sented by the appearance of hypertrophied astrocytes, on the one hand,
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164 M. J. Mossakowski, H. Weinrauder

and their degenerating forms, on the other. Hypertrophied astrocytes
revealed a great variability of shape, ranging from large typical stel-
late cells through cells with abundant cytoplasm and scarce, short,
layered extensions to bipolar spongioblastic forms. Fragmentation of cel-
lular processes, involving both normal in size and hypertrophied astro-
cytes was the most common type of degenerative changes. Alongside
with astrocytes with fragmented extensions and/or their reduced num-
ber, there appeared numerous cells lacking any processes, their irregular
outlines only indicated the places of process origin. The process-deprived
cells varied greatly in content of cytoplasm, which ranged from abund-
ant to a very narrow, hardly visible rim surrounding enlarged nuclei.
There were also cells represented only by large, pale, usually oval nuclei,
with sharply outlined membranes. They resembled very much Alzhei-
mer cells, type II. Against the background of the severely damaged
glial population a very distinct feature were large, oval or round, usu-
ally mononuclear cells with abundant cytoplasm, lacking processes or
showing their rudimentary forms. Their morphology corresponded to
that of Opalski cells, typical of hepato-cerebral pathology in vivo. Ca-
reful examination of cultures made it possible to follow subsequent
stages of transformation of some hypertrophied astrocytes to formed
Opalski cells. Cellular forms, which could be equivalents of Alzheimer,
type I cells were not observed in any of the experimental groups.

Despite the common pathomorphological pattern of all experimental
groups, there existed essential differences between them as far as in-
tensity of the pathological process is concerned. In cultures grown with
exogenous copper and ammonia the pathological changes of astroglia
were most intense; this was decisive for shortening of the exposure time
to the action of damaging agents to 3 days. In these groups of cultures,
especially in that exposed to copper action hypertrophied astrocytes were
less numerous; astrocytes with severely damaged processes prevailed.
Opalski cells and typical naked nuclei were not a common feature.
On the contrary, these cellular types were very numerous in cultures
grown with sera from patients with hepatic coma, so were hypertrophied
astrocytes appearing alongside with their degenerating forms. The least
intense astrocytic lesions were found in cultures with sera of patients
with Wilson’s disease. There were numerous hypertrophied astrocytes,
Opalski cells and naked nuclei, less common were stellate cells showing
features of non-specific degeneration.

The immunofluorescent reaction was similar in all experimental
groups, revealing an evident relationship between its intensity and the
degree of morphological abnormality. Therefore IF-intensity was gene-
rally weaker in cultures exposed to the action of copper and ammonia
and higher in those grown with sera of patients with Wilson’s disease
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and hepatic coma. The time of exposure te the action of the damag-
ing factors influenced the immunomorphology of the culture to the same
extent as it did to their histology. Cultures exposed for a longer period
of time were more severely damaged and revealed weaker immunoflu-
orescence than those with a shorter exposure period. Less differentiated
cultures were more sensitive than older ones showing features of more
advanced differentiation. Essential differences depended also on the im-
mune sera used. This inclines to present the immunomorphological ob-
servations separately for each antiserum.

Anti-GFAP serum

Hypertrophied astrocytes showed a strong immunofluorescent reac-
tion of variable intensity (Figs 1—4). It was strongest in cells showing
typical features of large fibrous astrocytes, contrasting with remarkably
weaker fluorescence in cells, the morphology of which was indicative of
a protoplasmic type of astroglia (Fig. 1). Bright immunofluorescence
sharply outlined profiles of cellular processes. It was also more accen-
tuated around cell nuclei (Fig. 2). Sometimes, mostly in hypertrophied
astrocytes with abundant irregular cytoplasm and with short layered
processes strong fluorescence was connected with bundles and net of
fibrillary cytoplasmic structures (Figs 3, 4).

A great variability of intensity of the immunofluorescent reaction
was typical of degenerating astrocytes. It ranged from very strong to
hardly visible (Figs. 5—8). As a rule it was more intense in those cells
which still preserved their, if even rudimentary, processes (Figs 5, 6),
although, even in cells with a relatively high intensity of reaction, its
connection with intracytoplasmic fibrillary structures was not a feature.
In this group of cells a strong dependence of the reaction intensity on
the type of damaging factor was very clearly demonstrated. It was
highest in cultures with sera from patients with hepato-lenticular de-
generation (Fig. 5) and hepatic coma (Fig. 6) and considerably lower in
those with exogenous ammonia (Fig. 7) and copper (Fig. 8). The variabili-
ty of the reaction intensity in different cells led to a mosaic pattern of
cultures.

Cells resembling naked nuclei gave a very poor immunofluorescent
reaction. Enlarged, oval negative nuclei were surrounded by slightly
brighter rims of the residual cytoplasm (Fig. 9). Intense fluorescence
around some of them was observed extremely seldom. Sporadically,
large astrocytic nuclei were located on a background revealing flu-
orescent reaction of fibrillary type with ill-defined outlines of individual
cells (Fig. 10).

A distinguishing bright reaction was noticed in the cytoplasm of ty-
pical Opalski cells (Figs 11, 12). It was either homogeneous or granular
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Fig. 1. Anti-GFAP serum, 14-day-old culture in medium containing serum from
patient with Wilson’s disease (3 days). Strong IF reaction in hypertrophied fibrous
astrocytes and weaker in those with features of protoplasmic astroglia. X 250

Ryc. 1. Surowica anty-GFAP. Hodowla 14-dniowa, z surowicg od chorego ze
zwyrodnieniem watrobowo-soczewkowym (3 dni). Widoczna zywa reakcja IF w prze-
rosnietych astrocytach wiléknistych i znacznie stabsza w komoérkach o morfologicz-

nych cechach astrogleju protoplazmatycznego. Pow. 250 X

Fig. 2. Anti-GFAP serum, 10-day-old culture with medium containing serum from
patient with Wilson’s disease (3 days). Hypertrophied astrocytes with an intense
IF reaction. Strong fluorescence around cell nuclei and in cellular processes.
X 250

Ryc. 2. Surowica anty-GFAP, hodowla 10-dniowa z surowica od chorego ze
zwyrodnieniem watrobowo-soczewkowym (3 dni). Silny odczyn IF w przerostych
astrocytach. Intensywne $wiecenie wok6tl jader i w wypustkach komérkowych.

Pow. 250 X

Fig. 3. Anti-GFAP serum, 14-day-old culture with serum from patient with Wil-
son’s disease (3 days). Strong IF reaction in hypertrophied astrocytes. Intense fluo-
resence of bundles and network of fibrils within short, distended cellular processes.

X 250

Ryc. 3. Surowica anty-GFAP, hodowla 14-dniowa z surowicg od chorego ze
zwyrodnieniem watrobowo-soczewkowym (3 dni). Silny odczyn IF w przerosnietych
astrocytach. Zwraca uwage S$wiecenie sieci i pasm wldokienek w cytoplazmie nie-

prawidlowych, platowatych wypustek. Pow. 250 X

Fig. 4. Anti-GFAP serum, 12-day-old culture with exogenous copper salt (24 h).

Hypertrophied astrocytes with strong IF reaction. Perikaryal cytoplasm with
strongly fluorescent fibrillary network. X< 300

Ryc. 4. Surowica anty-GFAP, hodowla 12-dniowa z dodatkiem egzogennej mie-

dzi (24 godz.). Przeroste, nieprawidlowe astrocyty z silnym odczynem IF. W cy-
toplazmie perykarialnej sie¢ wilokienek z zywa fluorescencjg. Pow. 300 X
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Fig. 5. Anti-GFAP serum, 14-day-old culture with serum from patient with
Wilson’s disease (3 days). Varying intensity of IF reaction in astrocytes with
different degree of structural lesions. Bright fluorescence of preserved cellular

processes. X 250

Ryc. 5. Surowica anty-GFAP, hodowla 14-dniowa z surowicg od chorego ze
zwyrodnieniem watrobowo-soczewkowym (3 dni). Zréznicowana intensywnos¢ od-
czynu IF w astrocytach o réznym stopniu uszkodzenia. Zywa fluorescencja w wigk-

szo$ci zachowanych wypustek. Pow. 250 X

Fig. 6. Anti-GFAP serum, 15-day-old culture with serum from patient with
hepatic coma (6 days). Variability of IF reaction in degenerating astrocytes. Traces
of fluorescence are seen in the remaining cellular processes. X 250

Ryc. 6. Surowica anty-GFAP, hodowla 15-dniowa z surowicg od chorego ze
$piaczka watrobowa (6 dni). Zréznicowany odczyn IF w wyrodniejacych astrocy-
tach. Ledwie zaznaczone zarysy nielicznych wypustek komérkowych. Pow. 250 X

-

Fig. 7. Anti-GFAP serum, 10-day-old culture with exogenous ammonia (24 h).
Weak IF reaction in hypertrophied astrocytes, most of which are lacking processes.
X 380

Ryc. 7. Surowica anty-GFAP, hodowla 10-dniowa z egzogennym amoniakiem
(24 godz.). Staby odczyn IF w przerosnietych, glownie bezwypustkowych astrocy-
tach. Pow. 380 X

Fig. 8. Anti-GFAP serum, 6-day-old culture with exogenous copper (48 h).
Most astrocytes, lacking cellular processes exhibit weak IF reaction. Stronger
fluorescence is seen in some of the remaining processes. X 380

Ryc. 8. Surowica anty-GFAP, hodowla 6-dniowa z egzogenna miedzia (14 godz.).
Wiekszosé astrocytow pozbawionych wypustek wykazuje slaby odczyn IF. Zywsza
fluorescencja w nielicznych zachowanych wypustkach. Pow. 380 X
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Fig. 9. Anti-GFAP serum, 15-day-old culture with serum from patient with
hepatic ¢oma (6 days). Most of the cells represented by enlarged, round or oval
naked nuclei surrounded by a narrow rim of weak fluorescence (arrows). Some
cells of the same type with a wider cytoplasmic ring with stronger IF reaction.

X 250

Ryc. 9. Surowica anty-GFAP, hodowla 15-dniowa z surowicg od chorego ze
$pigczka watrobowa (6 dni). Wigkszo$¢ komoérek reprezentuja okragle lub owalne
nagie jadra otoczone waskim rgbkiem bardzo stabej fluorescencji (strzatki). Nielicz-

ne — otoczone sg obfitg cytoplazmg z zywym odczynem IF. Pow. 250 X

Fig. 10. Anti-GFAP serum, 15-day-old culture with serum from patient with
hepatic coma (6 days). Enlarged astrocytic nuclei against weakly fluorescent back-
ground with hardly visible cellular boundaries. Somewhat stronger IF reaction

in the remaining cellular processes. X 400

Ryec. 10. Surowica anty-GFAP, hodowla 15-dniowa z surowicg chorego ze
$pigczkg watrobowa (6 dni). Powiekszone jadra astrocytéw na slabo $wiecacym
tle ze slabo widocznymi blonami poszczegélnych komoérek. Nieco silniejszy odczyn

IF w nielicznych zachowanych wypustkach. Pow. 400 X

Fig. 11. Anti-GFAP serum, 15-day-old culture with serum from patient with
hepatic coma (6 days). Typical Opalski cells with strong homogeneous IF reaction
against background of degenerating astrocytes with weak fluorescence. X 600

Ryc. 11. Surowica anty-GFAP, 15-dniowa hodowla z surowicg od chorego ze
Spiaczkg watrobowa (6 dni). Typowe komoérki Opalskiego z silnym, homogennym
odczynem IF, na tle zwyrodnialych astrocytéw ze stabg fluorescencja. Pow. 600 X

Fig. 12. Anti-GFAP serum, 14-day-old culture with exogenous ammonia (3 days).
Opalski cell with strong cytoplasmic fluorescence against background of weak
reaction in damaged glial cells. In the lower part spongioblastic-like cell with

strong fluorescence. X 600

Ryc. 12. Surowica anty-GFAP, 14-dniowa hodowla z egzogennym amoniakiem
(3 dni). Komoérka Opalskiego z zywym odczynem IF w cytoplazmie, na tle stabej
fluorescencji pozostalych komoérek glejowych. W dolnej czesci ryciny spongiobla-

styczna komérka z zywym odczynem. Pow. 600 X
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in nature. No fluorescence connected with fibrillary cytoplasmic structu-
res was seen. The same nature and intensity of the reaction was found
in those cells which seemed to represent transitions between hypertro-
phied astrocytes and typical Opalski cells (Fig. 13).

Anti-GS serum

As in the previous group, the positive immunofluorescent reaction
was confined to the astroglial population. Comparing with reaction with
anti-GFAP serum, it was different in intracytoplasmic distribution and
nature. In no case, even in most hypertrophied astrocytes, was the reac-
tion connected with cytoplasmic fibrillary structures. It was always ho-
mogeneous and evenly distributed in the perikaryal cytoplasm, cellular
processes and perivascular end feet. The highly positive reaction of hy-
pertrophied astrocytes contrasted with the negative vascular walls (Fig.
14). All cellular equivalents of hepatogenic gliopathy gave positive im-
munofluorescent reactions. The variability of reaction intensity was
lesser than in the previous group. It was the same in large hypertrophied
cells (Fig. 15) and in degenerating astrocytes with a varying degree of
cellular damage (Fig. 17). A reaction of specially high intensity distin-
guished Opalski cells from the background of the remaining astrocytic
population (Figs 15, 16). So it did in intermediate cells between hypertro-
phied astrocytes and typical Opalski cells (Fig. 17). The only weak
reaction concerned naked nuclei.

Anti-glial serum

The immunofluorescent reaction with anti-glial serum was in gene-
ral strongest, as compared with other ones. The distinguishing feature
was also its appearance in both astrocytic and oligodendroglial popula-
tions. Contrary to the control cultures not-subjected to any of the
used pathogenic factors, the reaction intensity with antiglial serum was
stronger in hypertrophied and degenerating astrocytes (Fig. 18) than in
oligodendrocytes (Fig. 19). The outlines of cellular processes were less
visible than in cultures with other antisera. The variability of the reac-
tion in different cell types was also less noticeable. Opalski cells showed
a high intensity of immunofluorescent reaction in both perikarya and
rudimentary processes (Fig. 20). The same was true for intermediate
cells. On the contrary, the reaction around the naked nuclei was very
weak (Fig. 21).

Control reactions

Control reactions performed either with sera of non-immunized rab-
bits or with PBS were negative (Fig. 22).
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Fig. 13. Anti-GFAP serum, 12-day-old culture with exogenous copper (24 h).
Intermediate form between hypertrophied astrocyte and typical Opalski cell with
strong IF reaction in perikaryon and residual processes. In the lower portion
naked nuclei surrounded by a narrow rim of weak fluorescence and brightly shin-

ing Opalski cell. X 600

Ryc. 13. Surowica anty-GFAP, hodowla 12-dniowa z egzogenng miedzig (24 godz.).
Posta¢ przejsciowa miedzy przerostym astrocytem a uformowang komoérkg Opal-
skiego z zywym odczynem w cytoplazmie perykarialnej i nielicznych wypustkach.
W dolnej czeséci ryciny nagie jadra z waska obwodkg slabej fluorescencji oraz

komoérka Opalskiego z silnym $wieceniem cytoplazmy. Pow. 600 X

Fig. 14. Anti-GS serum, 15-day-old culture with serum from patient with
Wilson’s disease (3 days). Strong IF reaction in hypertrophied astrocytes, some of
which are lacking cellular processes, contrasting with weak fluorescence of the

capillary wall. X 300

Ryc. 14. Surowica anty-GS, hodowla 15-dniowa z surowicg od chorego ze
zwyrodnieniem watrobowo-soczewkowym (3 dni). Zywy odczyn IF w przeroénie-
tych astrocytach, z ktéorych cze$¢ pozbawiona jest wypustek, kontrastujacy z ne-

gatywnym odczynem $ciany naczyniowej. Pow. 300 X

Fig. 15. Anti-GS serum, 6-day-old culture with exogenous copper (3 days).
Against a dense background of astrocytes mostly deprived of processes with high
IF reaction, strong cytoplasmic fluorescence of three Opalski cells is discernible.

% 400

Ryc. 15. Surowica anty-GS, hodowla 6-dniowa z egzogenna miedzig (3 dni).
Na zbitym tle astrocytow pozbawionych w wigkszoéci wypustek, wykazujacych
silny odczyn IF, wyroznia sie intensywniejsza fluorescencja trzech komoérek Opal-

skiego. Pow. 400 X

Fig. 16. Anti-GS serum, 14-day-old culture with serum from patient with
Wilson’s disease (3 days). Loosely lying and grouped astrocytes with residual pro-
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DISCUSSION

The presented results indicate, that the pathological forms of astro-
cytes obtained in organotypic cerebellar culture preserve their funda-
mental immunomorphological properties, typical of astroglia in both
in vivo and in vitro conditions. The applied antisera permitted to disclo-
se the presence of: 1) glial fibrillary acidic protein (GFAP), considered as
an immunological marker of astrocytes, mostly fibrillary ones but to
a lesser degree of protoplasmic ones (Eng et al. 1971; Bignami et al.
1972; Antanitus et al. 1974; Bock et al. 1975, 1977; Ludwin et al. 1976).
2) glutamine synthetase, typical astrocytic enzyme (Martinez-Hernandez
et al. 1977; Riepe, Norenberg 1977; Norenberg; Martinez-Hernandez 1979)
and 3) a chemically non-identified specific neuroglial antigen, common
for both oligodendrocytes and astrocytes (Weinrauder, Lach 1975, 1977;
Weinrauder, Krasnicka 1980). They were present in all types of astro-
cytes appearing in the experimental cultures, both in those revealing
features of progressive and regressive changes as well as in Opalski
cells and naked nuclei. Particular types of cells revealed essential diffe-
rences in the immunohistochemical reaction, implicating a variable con-
tent of antigens. These differences expressed as an increase or reduc-
tion of the reaction intensity, seemed to be dependent on the biological
state of cells, related with either their activation or damage of varying
degree. The most intensive immunofluorescent reaction was observed
in hypertrophied astrocytes and in Opalski cells, it was less pronounced,
although greatly variable, in degenerating astrocytes with fragmented
processes and in the cells deprived of processes, and the weakest in naked
nuclei. Scarcity of immunofluorescent reactions in cells resembling Al-
zheimer cells, type II seems understandable in the light of electron
microscope observations on their ultrastructure (Norenberg et al. 1974;
Norenberg, Lapham 1974; Ostenda et al. 1976; Norenberg 1977) indicat-
ing almost total disintegration of their cytoplasmic structures. :

However, evaluation of differences in the intensity of the immuno-
fluorescence reaction, especially in tissue culture conditions, requires
great circumspection in view of its tremendous variability and heteroge-
nicity in in situ conditions, in the case of all antisera applied (Bignami,
Dahl 1974; Weinrauder, Lach 1975; Norenberg, Martinez-Hernandez 1979).
On the other hand, it is well known that astrocytes in vitro, highly varia-
ble in their morphology, differ considerably in their structural and me-

cesses showing strong IF reaction. Very intense homogeneous fluorescence in the
cytoplasm of Opalski cell (right lower corner). X 400
Ryc. 16. Surowica anty-GS, hodowla 14-dniowa z surowica od chorego ze
zwyrodnieniem watrobowo-soczewkowym (3 dni). Luzno lezgce i zgrupowane astro-
cyty pozbawione wypustek wykazujg zywy odczyn IF. Znacznie intensywniejsza
komogenna fluorescencja w cytoplazmie komorki Opalskiego (prawy dolny roég).
Pow. 400 X
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7 M. J. Mossakowski, H. Weinrauder

Fig. 17. Anti-GS serum, 6-day-old culture with exogenous copper (48 h). In-
termediate forms between hypertrophied astrocytes and formed Opalski cells with
strong IF reaction both in perikaryal cytoplasm and in residual processes. > 600
Ryc. 17. Surowica anty-GS, hodowla 6-dniowa z egzogenna miedzig (48 godz.).
Przejsciowe formy komoérkowe miedzy hipertroficznymi astrocytami i uformowa-
nymi komoérkami Opalskiego z zywym homogennym odczynem IF w cytoplazmie
okolojgdrowej i w wypustkach. Pow. 600 X
Fig. 18. Anti-glial serum, 8-day-old culture with serum from patient with
Wilson’s disease (6 days). Strong fluorescent reaction in most astrocytes, great
part of which shows fragmented processes. X 250
Ryc. 18. Surowica antyglejowa, hodowla 8-dniowa z surowicg chorego ze zwy-
rodnieniem watrobowo-soczewkowym (6 dni). Silny odczyn fluorescencyjny w astro-
cytach, z ktoérych znaczna cze$¢ wykazuje fragmentacje wypustek. Pow. 250 X

Fig. 19. Anti-glial serum, 15-day-old culture with serum from patient with
Wilson’s disease (3 days). Intense IF reaction in unchanged oligodendroglial popula-
tion (compare with Fig. 18). X 250

Ryc. 19. Surowica antyglejowa, hodowla 15-dniowa z surowicg od chorego ze
zwyrodnieniem watrobowo-soczewkowym (3 dni). Zywa reakcja IF w populacji
niezmienionego gleju skapowypustkowego (porownaj z ryc. 18). Pow. 250 X

Fig. 20. Anti-glial serum, 14-day-old culture with serum from patient with
hepatic coma (3 days). Intense immunofluorescent reaction in the cytoplasm and
processes of Opalski cells (upper one with vacuolar degeneration) and in mostly
processless astrocytes. < 380
Ryc. 20. Surowica antyglejowa, hodowla 14-dniowa z surowicg od chorego ze
$pigczka watrobowsg (3 dni). Zywa reakcja IF w cytoplazmie i resztkowych wy-
pustkach komoérek Opalskiego (gorna ze zwyrodnieniem wodniczkowym) oraz w bez-
wypustkowych astrocytach. Pow. 380 X
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Fig. 21. Anti-glial serum, 12-day-old culture with exogenous copper (24 h).
Moderate IF reaction in processless astrocytes and in forming Opalski cell, very
weak in the cytoplasmic rim surrounding naked nucleus (arrow). X 400

Ryc. 21. Surowica antyglejowa, hodowla 12-dniowa z egzogenng miedzig (24 godz.).
Umiarkowany odczyn IF w astrocytach pozbawionych wypustek i formujacej sie
komorce Opalskiego i bardzo staby w rgbku cytoplazmatycznym wokél nagiego

jadra (strzatka). Pow. 400 X

Fig. 22. Control reaction with PBS, 15-day-old culture with serum from
patient with Wilson’s disease (3 days). IF reaction negative. Unspecific granular
fluorescence in the cytoplasm of some degenerating astrocytes due to lipid accumula-

tion. X 400

Ryc. 22. Odezyn kontrolny, z uzyciem PBS, hodowla 15-dniowa z surowicg od
chorego ze zwyrodnieniem watrobowo-soczewkowym (3 dni). Brak reakcji immuno
fluorescencyjnej. Ziarniste $wiecenie w cytoplazmie pojedynczych komoérek ma

charakter nieswoisty. Pow. 400 X

tabolic properties, as shown in histochemical studies, from their counter-
parts in situ (Krasnicka, Mossakowski 1965, Mossakowski et al. 1966;
Krasnicka, Borowicz 1971). Cultured astrocytes resemble more reactive
astroglia than the resting forms in situ. Bock et al. (1975, 1980) docu-
mented that the GFAP content in astrocytes in organotypic culture is
significantly higher than in normal brain astrocytes. The maturation
stage of astrocytes has also to be taken into consideration. In our studies
newborn rat cerebellar cultures were used. Rat cerebellum at this stage
contains a little differentiated glial population, which differentiates
and maturates under in vitro conditions (Renkawek 1972). This may
in an obvious way influence the content of different chemical compon-
ents of the cell and, therefore, change its immunomorphological picture.
Bignami and Dahl (1973) showed that the appearance of GFAP in the
ontogeny of astrocytes is connected with an outburst of gliofilaments
proliferation in their cytoplasm.

The greatest differences in the intensity of the immunofluorescence
reaction were observd in the case of anti-GFAP sera. However, its strong
dependence on the degree of structural damage to the cellular popula-
tion is here a very striking feature. It found also expression in the de-
pendence on the pathogenic factors used. As a rule, the immunochemical
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reaction is stronger in cultures grown with sera from patients with
Wilson’s disease and hepatic coma, in which structural impairment of
astrocytes was less advanced, with prevailing features of astrocytic
hypertrophy and formation of Alzheimer, type II and Opalski cells.
A markedly lower intensity of IF was observed in cultures with exo-
genous copper and ammonia. These were dominated by non-specific
astrocytic degeneration, with much less expressed cellular hypertrophy
and appearance of Opalski cells and naked nuclei.

A typical picture of the immunohistochemical reaction with GFAP
is characterized by bright fluorescence of fibrillary cytoplasmic structu-
res and astrocytic processes (Bignami et al. 1972). In our experimental
material such a type of reaction was only observed in either normal
fibrillary astrocytes or in hypertrophied cells. In most of the injured
cells, in naked nuclei and in Opalski cells the reaction was homogeneous
or granular. This may implicate either the predominance of protoplasmic
astrocytes or a possible change of the physico-chemical nature of the
antigen substance under the influence of the applied pathogenic factor.
Cerebellar culture in vitro contains mixed population of fibrillary and
protoplasmic astrocytes (Krasnicka, Borowicz 1971). This would favour
the possibility of different cellular reactions. However, the question may
arise as to what factors are responsible for the mostly progressive respon-
se of fibrillary astrocytes and the predominantly degenerative one of pro-
toplasmic astroglia. The observations of Norenberg et al. (1972), indicating
different reactions of astrocytes in various grey matter structures and
less involvement of the white matter astroglia in experimental hepatic
encephalopathy, may serve as a background for such an assumption. So
is the homogeneous reaction in Opalski cells. Opalski (1930) thought that
they represent an abnormality of protoplasmic astrocytes. Although this
opinion did not find confirmation in further studies (Mossakowski 1966)
nevertheless electron microscope observations concerning their structure
revealed a striking paucity of gliofilaments in their cytoplasm (Mossa-
kowski et al. 1971). On the other hand, it has to be kept in mind that
the nature of the immunohistochemical reaction can be dependent on
numerous additional factors such as intensity of fluorescence, blurring
its connection with the cytoplasmic fibrillary structures (see processes of
fibrous astrocytes), intracellular arrangement and distribution of glio-
filaments, their density, degree of cell maturity and differentiation, and
probably many others.

The strong immunohistochemical reaction with anti-GS serum in-
dicates a high content of enzyme both in hypertrophied and degenerat-
ing astrocytes as well as in Opalski cells. Its reduced content in Alzheimer
cells type II can be explained similarly as in the case of GFAP by
severe destruction of their cytoplasmic structures. Glutamine synthe-
tase known as a typical astrocytic enzyme (Norenberg 1979; Norenberg,
Martinez-Hernandez 1979) seems to be a fundamental factor in ammonia
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detoxication in the central nervous system. Although significant in-
crease of glutamine synthetase is not a common feature in various types
of hepatogenic encephalopathy (Hilgier 1983), its slightly enhanced con-
tent was found in immunohistochemical studies in a limited group of
astrocytes (Norenberg 1981). Ammonia is considered to be one of the
most probable candidates'as the main pathogenetic factor in hepatogenic
encephalopathy, the pathological picture of which is dominated by astro-
glial pathology (Hinfelt 1975; Mossakowski 1978, Norenberg 1981). High
glutamine synthetase content in all abnormal astrocytes found in our
present studies indicates that they can take part in ammonia detoxica-
tion process. This concerns even so severely changed cells as the naked
nuclei and Opalski cells.

The high content of the specific neuroglial antigen, common for
both oligodendrocytes and astrocytes indicates also the preservation of
biological properties in damaged and changed astrocytes. The immuno-
histochemical reaction, stronger in astrocytes than in oligodendroglia, in
contrast to cerebellar cultures grown in standard conditions (Weinrau-
der, Krasnicka 1980) may suggest even an increased intracellular pro-
duction of antigen under pathological conditions.

Our studies make possible the characterization of the histogenesis
of Opalski cells. As mentioned above, Opalski (1930) considered them
as a specific abnormality of protoplasmic astrocytes. Their astrocytic
origin, although not necessarily from protoplasmic astroglia, is also sup-
ported by their impregnation abilities and histochemical properties (Mossa-~
kowski 1965). However, Kryspin-Exner (1931) believed them to be of
microglial origin and Greenfield (1963) considered them as a special
form of phagocytes. For Victor et al. (1965) they are degenerating nerve
cells. We strongly believe that the content of typical astroglial antigens
in their cytoplasm, settles the question of their astrocytic origin.
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Culture Laboratory of Medical Research Centre, PASci for providing
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IMMUNOMORFOLOGIA GLIOPATII WATROBOWEJ IN VITRO

Streszczenie

Przeprowadzono badania immunomorfologiczne z uzyciem surowic odporno$cio-
wych przeciwko GFAP, syntetazie glutaminy (SG) i swoistemu antygenowi glejo-
wemu wspélnemu dla astrocytéw i oligodendrocytéw, na hodowlach organotypo-
wych moézdzku noworodkéw szczurzych, w ktorych doswiadczalnie wywolywano
zmiany komoérkowe typowe dla encefalopatii watrobowej i choroby Wilsona.

http://rcin.org.pl



176 M. J. Mossakowski, H. Weinrauder

Hodowle prowadzono z surowicami od chorych, ze zwyrodnieniem watrobowo-
-soczewkowym lub $pigczka watrobowa oraz z dodatkiem egzogennego octanu mie-
dzi, lub chlorku amonu.

Odczyny immunohistochemiczne wykazaly obecnosé¢ GFAP, SG i swoistego anty-
genu glejowego we wszystkich typach nieprawidlowych astrocytéw stanowigcych
wykladniki gliopatii watrobowej. Intensywno$é¢ cdczynu immunofluorescencyjnego
wykazywala zalezno$¢ od stopnia strukturalnego uszkodzenia komorek. Byla ona
najwyzsza w przerostych astrocytach i w komoérkach Opalskiego, nizsza w wyrod-
niejgcych komorkach gwiazdzistych, a najnizsza w komorkach Alzheimera, typu II.
Uzyskane wyniki wskazujg, ze nawet najbardziej zmienione lub uszkodzone komor-
ki glejowe zachowywaly typowe wlasciwosci astrocytow. Wydaje sie to szczegélnie
wazne w przypadku syntetazy glutaminy, gdyz jej obecno$é w uszkodzonych ko-
morkach glejowych wskazuje na mozliwo$¢ ich udzialu w procesie detoksykacji
amoniaku, stanowigcego jak si¢ wydaje podstawowe ogniwo w patogenezie ence-
falopatii watrobowej. Obecnos$¢ swoistych antygenowych znacznikéw astroglejowych
w komoérkach Opalskiego moze przesgdza¢ o ich astrocytarnym pochodzeniu.

UMMYHOMOP®OJIOTUSA TTEYEHOYHOU TJIMOMATUU

Pe3ome

IlpoBeneHo HMMMYHOMOP(OJIOTHYECKHE WCCIICNOBAHHS C IPAMEHEHMEM MMMYHHBIX Chbl-
BOPOTOK MPOTHB KHCJIOro rimmo3Horo ¢ubpuuispHoro Genka (GFAP), cuHTeTa’sl IiIyTaMHHA
(SG) u cneuubu4eCKOro TIJIMAJBHOrO aHTUreHa OOIEero Uls aCTPOLMTOB M OJIMIOJEHIPOLHTOB
B OPraHOTHIIMYHBIX KyJbTypax MO3)XKeYKa KPBICHHBIX HOBOPOXIEHHBIX, B KOTOPBIX IKCIIEPHMEH~-
TaJIbHO BBI3BIBAHO KJIETOYHBIE M3MEHEHHsI THIIMYHBIC /Ui MEYeHOYHOM 3HuedanonaTan u 60ne3HU
Bunscona.

KyneTypsl Obliti BeOEHBI C CHIBOPOTKAMH OT OOJBHBIX C renaTo-JeHTHKY/ISAPHOM Jerenepa-
el MK C NEYeHOYHOM KOMOM M ¢ 100aBKOM 3K30r€HHOrO anerarta MeOu WM XJIOPUCTOr0 aMMO-
HHSA.

ViMMyHOTHCTOXMMEYECKHE peakiuu oOHapyxmmm Hamuune GFAP, SG u cneuuduueckoro
TJIHANBHOTO AHTHIEHA BO BCEX THMAX HEHOPMAJBHBIX ACTPOLMTOB COCTABIAIOMIMX IMOKA3aTenwu
NEYCHOYHOU TIyIMonaTHu. VIHTEHCHBHOCTH MMMYHO(DIIyOPECHEHTHOM peakiuH IOKa3biBajia 3aBH-
CHMOCTH OT CTENEeHHW MMOBPEXKICHHS CTPYKTYPaJIbHBIX KieToK. Ona ObLia caMoif BHICOKOM B rumep-
Tpoduyeckux acTpouuTax M B KiaeTkax OnaibCKoro, HW3LIeH B BBIPOXKIAIOLIMXCH aCTPOLMATAX,
a camoit Hu3ko0il B knerkax Aubureimepa II Ttuma. IToayuyeHHble pe3yJbTaThl yKa3bIBAlOT HA TO,
Y10 naxe Haubojiee M3MEHEHHBIE WM ITOBPEKIEHHBIE TIHAIbHBIC KIETKH COXPAHSAIM THOHYHBIE
CBOMCTBA aCTPOLMTOB. DTO KaXeTCs 0COOEHHO BAXKHBIM B ClIy4ae CHHTETA3bl IU[yTaMHHA, TIOTOMY
YTO €ro HAJMYMe B MOBPEXKICHHBIX TJIMAIbHBIX KJIETKaX yKa3bIBaeT HA BO3MOXKHOCTb MX Y4YacCTHs
B IpoOlecce JAETOKCHKALMH aMMHAaKa, COCTABIISAIOLICH, KaK KaXeTCs, OCHOBHOE 3BEHO B marTore-
He3e IeYeHOYHOM 3HuedanonaTun. Hammyne crienuduyecknx aHTATSHHBIX ACTPOIJIHAJIBHBIX ITOKa-
3areneif B kjerkax OmaJbCKOro MOXKET INpeJoNnpeneisTh MX aCTPOUUTAPHOE NPOMUCXOXKICHUE
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POZIOM AMONIAKU ORAZ JEGO METABOLITOW W MOZGU
W DOSWIADCZALNEJ ENCEFALOPATII WATROBOWEJ
PODCZAS PRZEDLUZONEGO DZIALANIA TIOACETAMIDU
I W OKRESIE POWROTU DO NORMY

Zespol Neuropatologii Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN,
Warszawa

W naszym Zespole opracowano nowy model toksycznej encefalopatii
watrobowej wywolanej kilkakrotnym podawaniem tioacetamidu. Cechg
tego modelu jest szybkie pojawianie sie zmian biochemicznych, typo-
wych dla weczesnych stadiow encefalopatii watrobowej. Zmiany te za-
chodzg juz po dwukrotnym podaniu tioacetamidu w odstepach 24-godzin-
nych i cechuje je duza powtarzalnos¢ (Hilgier 1983). Uprzednio stwier-
dzono, ze w modelu tym mamy do czynienia z bardzo wydolnym cyklem
detoksykacji amoniaku w mozgu, czego wykladnikiem byl brak zmian
w jego zawartosci w osrodkowym uktladzie nerwowym, przy wyraznym
wzroscie we krwi. Ponadto w mozgu nie stwierdzono zmian. poziomu
o-ketoglutaranu, przy wyraznym wzroscie poziomu glutaminy. Typowo
zachowywaly sie rowniez enzymy zwigzane z cyklem detoksykacji amo-
niaku (Hilgier 1983; Hilgier i wsp. 1983). Brakowalo jednak w tym mo-
delu elementu bardziej poglebionej encefalopatii watrobowej, o charak-
terze ostrym, w ktérym zwierzeta bylyby doprowadzone do stanu $pigcz-
ki. Nie oceniono rowniez parametréw biochemicznych w poéznych
okresach po podaniu tioacetamidu.

W badanym dotychczas okresie 7 dni od zaprzestania zatruwania
tioacetamidem utrzymywal sie jeszcze podwyzszony poziom amoniaku
we krwi (Hilgier i wsp. 1983). W doswiadczeniach opisanych w niniej-
szej pracy stan $pigczki uzyskiwano po 3-krotnym podaniu tioacetami-
du w odstepach 24-godzinnych, a stan powrotu do normy oceniano po
14 dniach od zaprzestania zatruwania zwierzat.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na samicach albinotycznych szczuréw rasy
Wistar, o masie ciala 180—220 g. Uszkodzenie watroby wywolywano
przez dootrzewnowe wstrzykiwanie tioacetamidu w fizjologicznym roz-
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tworze soli (NaCl) w dawce 250mg/kg masy ciala. Zwierzeta kontrolne
otrzymywaly w tych samych warunkach i objetosciach dootrzewnowe
wstrzykniecia roztworu fizjologicznego soli.

Zwierzeta zabijano przez dekapitacje (bez uzycia narkozy) w na-
stepujgcych przedzialach czasowych: grupa I: 3-krotne wstrzykniecie
w odstepie 24 godzin i dekapitacja po 24 godzinach; grupa II: 2-krotne
wstrzykniecie w odstepie 24 godzin i dekapitacja po 14 dniach.

Do badan biochemicznych natychmiast po dekapitacji pobierano obie
potkule moézgowe bez pnia i moézdzku oraz krew. Poziom amoniaku
w surowicy po odwirowaniu krwi przy 3000 x g oznaczano przy uzyciu
standardowych testow (Blood Ammonia Test, firmy Hyland). Poziom
amoniaku w mozgu oznaczano przy zastosowaniu odczynnika Nesslera.
Material do oznaczen przygotowywano wedlug metody opisanej przez
Sadasivudu i wsp. (1977). Poziom a-ketoglutaranu oznaczano metoda
spektrofotometryczng wedlug Bergmeyera i Bernta (1963) przy uzyciu
dehydrogenazy glutaminowej. Poziom glutaminy oznaczano wedlug swo-
istej spektrofotometrycznej metody Kupchika i Knoxa (1971).

Znamienno$¢ statystyczng otrzymanych wynikéw oceniano przy uzy-
ciu testu ,,t”’-Studenta.

WYNIKI

Poziom amoniaku w surowicy krwi oraz zawartos¢ amoniaku, oa-ke-
toglutaranu i glutaminy w moézgach zwierzat kontrolnych i badanych
przedstawiono w tabeli 1.

Poziom amoniaku w surowicy krwi w I grupie do§wiadczalnej wzrost
wyraznie (okolo 123%) w stosunku do kontroli. W grupie II natomiast
zawarto$¢ amoniaku nie odbiegata od poziomu kontrolnego.

Poziom amoniaku w moézgu w I grupie doswiadczalnej wzrést okolo
27%, natomiast w grupie II byl nizszy okolo 20% od wartosci kontrol-
nych.

Poziom a-ketoglutaranu w grupie I byt obnizony okolo 38%, nato-
miast w grupie II byt podwyzszony w stosunku do wartosci kontrolnych
okoto 38%b.

Poziom glutaminy w obu grupach do$wiadczalnych byl podwyzszony
okoto 171% w grupie I i okoto 75%0 w grupie II.

OMOWIENIE

Jak wynika z poréwnania danych w tabeli 1, wysokiemu poziomowi
amoniaku we krwi, stwierdzonemu po trzykrotnym zatruciu zwierzat,
towarzyszyl wzrost jego poziomu w moézgu, przy jednoczesnym znaczg-
cym obnizeniu sie zawartosci a-ketoglutaranu. W naszych poprzednich
badaniach przeprowadzonych na modelu z jedno- i dwukrotnym podawa-
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Tabela 1. Zawarto$¢ amoniaku w surowicy krwi oraz poziom amoniaku, x-ketoglutaranu i gluta-
miny w moézgu szczura w nastgpstwie zatrucia tioacetamidem
Table 1. The ammonia content in blood serum and ammonia, a-ketoglutarate and glutamine level
in rat brain following thioacetamide intcxication

Grupa doswiadczalna Experimental group
Parametr badany 1 11 T
Parameter kontrola thioacetamid kontrola tioacetamid
control tioacetamide control thioacetamide
amoniak w surowicy
mikromole/I 64,0+8,0 (6)* 143,04+11,0(5)* 63,0+5,0 (6) 69,0+12,0 (5)°
serum ammonia +123%

pmoles/1

amoniak w moézgu
mikromole/kg tkanki 0,22+0,01 (6)  0,28+0,03 (7)* 0,20+-0,01 (5)  0,161-0,01 (5)*
brain ammonia +27% —20%
pumoles/kg tissue

a-ketoglutaran
mikromole/kg tkanki

a-ketoglutarate 77,54+6,9 (5) 47,9+9,5 (8 859+11,0(6) 118,7+14,9 (7)»
pwmoles/kg tissue —38% +38%
glutamina
mikromole/kg tkanki 5,094-0,26 (6) 13,69+0,69 (7)* 5,13+0,36 (5)  8,97+0,54 (5)*
glutamine +171% +75%

umoles/kg tissue

* — wartosci $rednie 4 odchylenie standardowe. W nawiasach liczba zwierzat
mean - SD with number of animals in parentheses

» — roznica statystycznie znamienna (p < 0,01)
difference statistically significant at p < 0,01

b — roznica statystycznie nieznamienna
difference statistically insignificant

niem tioacetamidu (Hilgier 1983; Hilgier i wsp. 1983) rowniez wystepowat
wzrost zawartosci amoniaku we krwi, nie towarzyszyly mu jednak zmia-
ny w zawartosci amoniaku oraz a-ketoglutaranu w moézgu. Mozna wiec
przypuszczac, ze w nastepstwie 3-krotnego podania tioacetamidu naste-
puje czesciowe zalamanie sie ukladu detoksykacyjnego amoniaku w moz-
gu, i ze jest ono zwigzane z obnizong dostepnoscig a-ketoglutaranu jako
pierwszego ogniwa cyklu detoksykacji na szlaku do glutaminy, ktéra
utrzymuje sie¢ na podwyzszonym poziomie. Wynik ten stanowi potwier-
dzenie hipotezy Bessmana i Bessman (1955), wigzacej patomechanizm
Spigczki hiperamonemicznej z obnizonym metabolizmem energetycznym
w mozgu, wynikajgcym ze spadku poziomu substratow cyklu Krebsa.
Warto tez nadmieni¢, ze wstepna ocena czynnosci bioelektrycznej moézgu
(EEG), po 3-krotnym zatruciu tioacetamidem, daje zapis charakterystycz-
ny dla stanéw Spigczkowych (tak zwany stan 3 i 4 wg Opolona i wsp.
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1976), czego nie stwierdzono po dwukrotnym podaniu tego zwigzku (Pluta
i wsp. — dane niepublikowane).

Wydaje sig, ze réznice w dostepnosci a-ketoglutaranu dla cyklu de-
toksykacji amoniaku w moézgu w obu grupach mogg w pewnym stopniu
wynikaé z roéznic w aktywnosci anhydrazy weglowej. Nowsze koncep-
cje na temat roli tego enzymu w mozgu zakladajg jego udzial w me-
tabolizmie amoniaku (Norenberg 1981; Albrecht, Hilgier 1983). Anhydra-
za weglowa warunkowalaby wigzanie CO, do pirogronianu z wytwo-
rzeniem szczawiooctanu, a ten z kolei wzbogacalby cykl kwasow tréj-
karboksylowych, co w konsekwencji mogloby powodowaé zwiekszong
synteze o-ketoglutaranu. Wykazany w poprzedniej pracy wzrost aktyw-
nosci anhydrazy weglowej po 2-krotnym podaniu tioacetamidu, przy
braku wzrostu po podaniu 3-krotnym, jest zgodny z tg hipotezg (Albrecht,
Hilgier 1983).

Po 14 dniach, po dwukrotnym podaniu tioacetamidu stwierdzono, ze
zawartos¢ amoniaku we krwi powraca do normy, czego po 7 dniach po
zaprzestaniu doswiadczenia nie obserwowano (Hilgier i wsp. 1983). Z ko-
lei stwierdzony w tym okresie zaré6wno obnizony poziom amoniaku, jak
i podwyzszony poziom a-ketoglutaranu w moézgu, wskazuje na wystgpie-
nie kompensacyjnego wzrostu aktywnosci ukladu detoksykacji amonia-
ku w osrodkowym ukladzie nerwowym. Powyzszy mechanizm kompen-
sacyjny raczej nie jest zwigzany z aktywnoscia anhydrazy weglowej,
ktora w tym okresie mie wykazuje odchylen od warto$ci kontrolnych
‘(Albrecht, Hilgier 1983). Warto doda¢, ze zjawiska obnizenia poziomu
amoniaku w mézgu nie obserwowano dotychczas w zadnym z opisanych
modeli doswiadczalnej encefalopatii watrobowej (Norenberg 1981). Wy-
daje sie wiec, ze niniejszy model jest modelem z wyboru dla badania
mechanizméw kompensacyjnych w péznej fazie powrotu do normy. Pro-
wadzone obecnie badania nad aktywno$ciag enzymoéw cyklu detoksykacji
amoniaku w moézgu oraz nad zjawiskami kompensacyjnymi w astrogle-
ju pozwolg, by¢ moze, na wyjasnienie istoty tego mechanizmu.

VPOBEHb AMMMWAKA U EI'O METABOJIUTOB
B DKCITEPUMEHTAJIBHOW IMEYEHOYHOW 3HLE®AJIOMMATUA
BO BPEMS ITPOIJIEHHOI'O JEVICTBUSA TUOALIETAMUIA
M B IMEPUOJE ITIOJITHOI'O BOCCTAHOBJIEHUSA

Pe3ome

B mccnenoBaHAsaX MPEACTABICHHBIX B HACTOSMINEH paboTe aBTOPHI ONMPENEIHIM COACPKAHHE
aMMuaka B KPOBH, a TakKXKe aMMMaKa, a-KeTOrjiyTapata ¥ rJiyTaMHHA B TOJIOBHOM MO3TY KPBICHI
B 3KCINEPHMEHTAJIbHOM IeYeHOYHOM 3HuedanonaTun BbI3BaHHOM THOoauetamuaom (TAA). ITpo-
BEPEHO [[Ba BapMaHTa MOJENTH: TpoekpaTHoe BeeneHue TAA B mose 250 mr/kr Beca Tena B 24-ya-
COBBIX MIPOMEXYTKaX, C JeKalMdTalHel M0 MCTeYeHHH 24 YacoB IOC/E MOC/IeaHero BeeaeHHs (mpo-
JUICHHAs] MOJIE/Ib) M IBYKPATHOE BBEICHHE COCAMHEHHS C JICKAaNMTAUMel 1Mo ucredeHnu 14 auei or
nocneaEero BBeaeHus (MePHOJ IOJIHOTO BOCCTAHOBIICHHS).
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B npoasieHHO# MO KOHCTATHPOBAHO 3HAYMMTEBHBIA POCT CONEP)KAHUS AMMHAKA B KPOBH,
KOTOPOMY COIyTCTBOBAJI HEOOJBIION HO 3HAYMMBIH POCT YPOBHS aMMHAKa W CHAl CONEPKaHHS
a-KETOrJIyTApaTa B MO3TY, CBHAETEIbCTBYIOMIMA O YACTHYHOM IPEJIOMIIEHUH CHCTEMBI IETOKCH-
Kaluu aMMHaka. B To ke BpeMsi KOHCTATHPOBAHO OYEHb BBICOKHI{ YPOBEHb IJIyTAMHHA, YTO H €CTh
SIBICHHEM THIHYHBIM U Pa3HbIX CTaguil NeYyeHO4HOM 3Huedanomatuu. B mepuone momHoro
BOCCTAHOBJICHHSI YPOBEHb aMMMAKa B KDOBH HE OTJIAYAJICS OT KOHTPOJIbHBIX 3HAYCHMIA, 3aTO B IO-
JIOBHOM MO3ry HaOIIIOIaJICs Craj ypOBHsS aMMHAaKa C OJHOBPEMEHHBIM POCTOM (-KETOrJIyTapara
M YIePKMBAIOMIMMCS MOBBIMICHHBIM YPOBHEM IJIyTAMMHA, YTO YKa3bIBAET HA KOMIICHCALMOHHYIO
AKTHBALMIO CHCTEMbI JIETOKCHKALIMA aMMHAKa.

THE LEVEL OF AMMONIA AND ITS METABOLITES IN EXPERIMENTAL
HEPATOGENIC ENCEPHALOPATHY INDUCED BY PROLONGED
ADMINISTRATION OF THIOACETAMIDE AND DURING RECOVERY

Summary

In this work the blood ammonia level and the brain ammonia, a-ketoglutarate
and glutamine content were measured in rats subjected to hepatic encephalopathy
in the thioacetamide (TAA) model. Two variants of the model were employed:
a) three TAA administrations in a 250 mg/kg body weight dose, with decapita-
tion 24 h after last administration (so-called “prolonged model”) and b) two TAA
administrations and examination 14 days thereafter (recovery period). In the
prolonged model a marked increase of blood ammonia was observed, accompanied
by a notable rise of the brain ammonia and a concomitant decrease of a-ketoglu-
tarate content which was indicative of a partially decreased ability of the brain
to detoxify ammonia. In the same period a very high brain glutamine level was
cbserved which is typical of various stages of hepatic encephalopathy. In the
period of recovery the blood ammonia content remained unchanged; however,
in the brain, a decrease of ammonia content was observed with a simultaneous
increase of the a-ketoglutarate content, and still sustaining increased glutamine
level, which suggests that at this stage a compensatory activation of the ammonia
detoxification system has taken place.
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Chemical liver impairment by the use of various hepatotoxic sub-
stances, alongside with surgically performed portal-systemic shunt, con-
stitutes a most common model for experimental studies on the pathogene-
sis of hepatic encephalopathy (Diemer 1978; Mossakowski 1981). The
hepatotoxic action of most chemical compounds used is accompanied by
numerous disadvantageous factors. On one hand they consist in a ful-
minant action of some of them on the liver, reducing the time necessary
for development of the exponents of nervous system involvement, on the
other, in the mecessity of their prolonged application of many months,
leading to the appearance of some additional, even incidental pathogenic
factors. The possibility of simultaneous action on both liver and brain
parenchyma has also to be taken into consideration, thus limiting the
distinction between brain lesions resulting from liver impairment and
those due to the direct influence of the toxic substance on the nerve
tissue.

In recent years, in the search for the possibly best hepatotoxic sub-
stance free of the above mentioned inconveniences, thioacetamide, known
for a long time in experimental liver pathology (Gupta et al. 1956;
Vorbrodt et al. 1966) has been successfully applied.

Thioacetamide intoxication leads within a short period of time to
severe liver damage with typical biochemical exponents of its acute
failure and both morphological and biochemical abnormalities characte-
ristic of hepatogenic encephalopathy (Hilgier 1983a; Hilgier et al. 1983).
Moreover, comparative studies carried out on nerve tissue cultures,
showed that features of hepatogenic gliopathy in vitro apeared only in
cultures grown in nutrient media containing blood serum of rats with
previously thioacetamide-induced liver impairment. In the cultures which
were run with an exogenous compound added directly to their nutrient
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medium, non-specific degenerative changes were the only feature (Kras-
nicka et al. 1983). The hepatotoxic action of thioacetamide given in a sing-
le or double dose was found to be short-lasting, as far as biochemical
exponents of acute liver failure are concerned. This raised the question
of either persistence or reversibility of morphological abnormalities in
the brain parenchyma, prompting us to perform a series of electron
microscopic studies on the central nervous system of rats intoxicated
with thioacetamide at the time when the abnormalities in blood bio-
chemistry indicating liver failure were disappearing.

MATERIAL AND METHODS

The studies were performed on albinotic female rats, weighing 180—
200 g, which were given, in an interval of 24 h two intraperitoneal
injections of thioacetamide in a dose of 250 mg/kg body weight. The
control animals received intraperitoneal injections of buffered physiolo-
gical salt solution.

The animals were sacrificed in groups of three (2 — experimental
ones and 1 control) by intracardiac perfusion with 2 percent glutaralde-
hyde in cacodylate buffer, pH 7.2, on the 14th and 21st days after
the second injection. Brains removed from the skull were left in the
same fixative for the mext 24 h at 4°C. Then they were cut coronally
into slices 1 mm thick. For electron microscopy, tissue samples, 1 mm3
in diameter were taken from the frontal cortex, striatum and sub-
cortical white matter. They were postfixed for 1 h in 2 percent osmium
tetroxide, dehydrated in graded ethanol sclutions, embedded in Epon
812 and then cut on a ultramicrotome. The ultrathin sections were
counterstained on grids with uranyl acetate and lead citrate and ex-
amined under an electron microscope JEM 7A.

RESULTS

Ultrastructural abnormalities were present in all the examined re-
gions of the brain. They were of the same nature and they did not differ
essentially in animals sacrificed 14 and 21 days after intoxication.

The great majority of cortical and striatal nerve cells were normal
(Fig. 1). In both structures some “dark neurons” were seen incidentally.
They revealed an increased density of the cytoplasm and marked disten-
tion of channels and cisternae of the rough endoplasmic reticulum. In
the cerebral cortex some nerve cells with features of progressing disin-
tegration were found. This took the form of reduction and/or disappear-
ance of rough endoplasmic reticulum and accumulation of small, irregu-
lar aggregates of floccular substances in their cytoplasm (Fig. 2). Neu-
ropil elements such as dendrites, nerve terminals and myelinated and
nonmyelinated axons were apparently normal. So were oligodendrocy-
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Fig. 1. Animal surviving 14 days after intoxication. Fragment of cortical
neuron. In the vicinity of the nucleus (N) channels of rough endoplasmic reticu-
lum, some mitochondria, aggregates of ribosomes, and Golgi apparatus with a few

coated vesicles (arrow) are visible. X 37 500

Ryc. 1. Zwierze z 14-dniowym przezyciem po zatruciu. Fragment komoérki ner-
wowej kory. W poblizu jgdra (N) widoczne sg kanaly siateczki $rédplazmatycznej
szorstkiej, pojedyncze mitochondria, skupienia rybosoméw oraz fragment ukladu
Golgiego z pojedynczymi pecherzykami oplaszczonymi (strzatka). Pow. 37500 X

tes both in the grey and white matter (Fig. 3). Astrocytes on the con-
trary, revealed pathological changes, varying in intensity. Numerous
astrocytes with evident features of degeneration were present in all the
examined structures alongside with those, which did not show any
ultrastructural abnormality. The light cytoplasm of affected astroglial
cells was greatly impoverished in all subcellular organelles (Fig. 4). In
extreme situations, enlarged, sharply delineated nuclei with delicate,
evenly distributed chromatin were situated against the background of
amorphous substances, containing some remnants of severely damaged
cytoplasmic organelles, mostly shrunken mitochondria (Figs 5, 6). Astro-
cytic processes either lying free in the neuropil or surrounding capilla-
ries were changed in a similar manner. Perivascular end feet were
severely swollen. Many of them were filled with delicate amorphous
masses with some residual, impaired subcellular structures, mostly dark,
condensed mitochondria (Figs 7, 8).

This type of changes was present in both experimental groups. It
seemed, however, that they were more common and advanced in animals
surviving 21 days following thioacetamide intoxication. Alongside with
capillaries surrounded by abnormal astrocytic processes, numerous blood
vessels with entirely normal tissue surroundings were also present (Fig. 9).
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Fig. 2. Animal surviving 21 days after intoxication. Fragment of cortical
neuron with almost complete lack of rough endoplasmic reticulum. Among irregu-
lar floccular substance aggregates single dense bodies (db) and degenerating mi-

tochondria (M) are visible. X 40 000

Ryc. 2. Zwierze z 21-dniowym przezyciem po zatruciu. Fragment komorki ner-
wowej (stozek aksonalny) kory. Prawie calkowity brak struktur siateczki $rod-
plazmatycznej. Wéréd nieregularnej substancji klaczkowatej pojedyncze ciala geste

(db) i wyrodniejgce mitochondria (M). Pow. 40 000 X

Fig. 3. Animal surviving 21 days after intoxication. Fragment of subcortical
white matter with unchanged oligodendrocyte among myelinated nerve fibers.
X 12 500

Ryc. 3. Zwierz¢ z 21-dniowym przezyciem po zatruciu. Podkorowa istota bia-
la. Wsér6d licznych zmielinizowanych aksonéw widoczna prawidlowa komoérka oli-
godendrogleju. Pow. 12 500 X
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from cerebral cortex. Nucleus (N) with irregular aggregations of coarse chromatin

and light nucleoplasm. Light cytoplasm with rudimentary channels of rough endo-

plasmic reticulum, and small aggregates of ribosomes. Single mitochondrion and
dense body are visible. X 26 000

Ryc. 4. Zwierze z 14-dniowym przezyciem po zatruciu. Fragment astrocytu kory.
W jadrze (N) nieregularne skupienia chromatyny oraz przejasnienie nukleoplazmy.
Cytoplazma jasna ze szczgtkowo zachowanymi kanalami siateczki $roédplazmatycz-
nej oraz drobnymi skupieniami rybosomoéw. Mitochondrium i ciatko geste. Pow.
26 000 <

Fig. 5. Animal surviving 21 days after intoxication. Cortical astrocyte with
well preserved nucleus (N). Cytoplasm filled with dispersed amorphic substance.
A few degenerating mitochondria (M) and delicate bundle of gliofilaments (arrow)

are visible. X 21 000

Ryc. 5. Zwierze z 2l-dniowym przezyciem po zatruciu. Astrocyt kory mézgu.
Dobrze zachowane jadro komorkowe (N). W micjscu cytoplazmy rozproszona sub-
stancja amorficzna z pojedynczymi wyrodniejgcymi mitochondriami (M), oraz de-

likatnym peczkiem wlokienek glejowych (strzatka). Pow. 21 000 X
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Fig. 6. Animal surviving 21 days after intoxication. Fragment of striatal

astrocyte. Total disintegration of cytoplasm with well preserved nucleus. X 21 500

Ryc. 6. Zwierze z 21-dniowym przezyciem po zatruciu. Fragment astrocytu

ze zwojow podstawy. Widoczna catkowita dezintegracja cytoplazmy, przy zachowa-
nym jadrze komérkowym. Pow. 21 500 X

By

Fig. 7. Animal surviving 21 days after intoxication. Fragment of striatal capilla-
ry vessel. Neighbouring astrocytic process with a few rudiments of rough endoplas-
mic reticulum and single mitochondria. X 37 500

Ryc. 7. Zwierze z 21-dniowym przezyciem po =zatruciu. Fragment naczynia
wlosowatego zwojoéw podstawy. Do $ciany naczynia przylega wypustka astrocytu,
w ktérej widoczne sg jedynie resztki siateczki $roédplazmatycznej i pojedyncze

mitochondria. Pow. 37 500 X
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Fig. 8. Animal surviving 21 days after intoxication. Fragment of cortical cap-

illary. Neighbouring astrocytic process totally devoid of any subcellular structures.
X 37500

Ryc. 8. Zwierze z 21-dniowym przezyciem po zatruciu. Fragment naczynia

wlosowatego kory mozgu z przylegajaca wypustka astrocytu pozbawiong wszel-
kich struktur. Pow. 37 500 X

Fig. 9. Animal surviving 21 days after intoxication. Fragment of striatal cap-
illary vessel with entirely normal structure of the tissue surroundings. > 33000

Ryc. 9. Zwierze z 2l1-dniowym przezyciem po zatruciu. Fragment naczynia
wlosowatego zwojow podstawy. Obraz prawidlowy, bez zmian patologicznych. Pow.
33000 X

http://rcin.org.pl



192 M. J. Mossakowski et al.

DISCUSSION

Ultrastructural abnormalities found in the brains of rats intoxicated
with thioacetamide concerned exclusively the astrocytic population, with
almost entirely unchanged other cellular elements of the nerve tissue.
Impaired neurons were so sporadic that they could be considered as
-either incidental or secondary findings, this being in full agreement
with the opinion considering astrocyte lesion as a primary feature in
hepatogenic encephalopathy (Mossakowski 1966; Seitelberger 1970).

The electron microscopic abnormalities of astrocytes resembled to
a great extent those described by Ostenda et al. (1976) in experimental
hepatic encephalopathy induced by prolonged carbon tetrachloride in-
toxication and by Norenberg et al. (1974) in late stages of portal-sys-
temic encephalopathy. They were also similar to lesions found in some
cases of human hepato-cerebral pathology (Martinez 1968; Foncin 1970;
Foncin, Nicolaidis 1970). They revealed a typical evolution of the patho-
logical process, leading to the appearance of enlarged, sharply delineat-
ed astrocytic nuclei, surrounded by remnants of highly disintegrated cyto-
plasm. This picture seemed to represent an electron microscopic equiv-
alent of Alzheimer cells, type II. Abnormalities involving astrocytic
processes, as confronted with light microscopic observations, could cor-
respond to the features of klasmatodendrosis. Therefore, astrocytic le-
sions varying in intensity can be considered as subsequent stages of
Alzheimer cells, type II formation. In the light of the accepted role of
astrocytes in transport phenomena in the brain, severe alteration of
their perivascular processes may lead to profound disturbances in the
function of the blood-brain interphase.

Against the background of the presented electron microscope observa-
tions, compensatory features concerning ammonia metabolism in the
brain noticed at this stage of the pathological process (Hilgier 1983a)
seem to be connected with the function of the remaining, unchanged
astrocytic population. Astrocyte proliferation, difficult for electron mi-
croscopic evaluation, is also a typical feature of hepatogenic encephalopa-
thy both in humans and in experimental animals (Mossakowski 1978).
Its exponents were found in early stages of hepatogenic encephalopa-
thy in rats intoxicated with thioacetamide (Hilgier et al. 1983).

It seems worth mentioning that characteristic astroglial abnormali-
ties in the experimental model used were present and progressing at
that time, when biochemical exponents of acute liver failure and brain
metabolic abnormalities were disappearing (Hilgier 1983a; Hilgier et al.
1983). This may have been connected with what is called maturation
of the pathological process. The maturation phenomenon, described
originally by Klatzo (1975) in the ischemic pathology of the brain, seems
to be a feature of a more universal nature. On the other hand, it may
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result from a protracted accumulation of toxic substance(s) in the brain.
The astrocytic pathology in hepatogenic encephalopathy has been usu-
ally connected with the toxic action of ammonia, owing to its excess
accumulation in the brain, resulting from its insufficient detoxication
(Mossakowski 1978). However, in the applied experimental model and
scheme of thioacetamide intoxication, excess accumulation of brain am-
monia was not a feature at any period of observation, despite its highly
increased content in the blood serum. The continuously noticed accumu-
lation of brain glutamine was considered as an indication of a highly
sufficient ammonia detoxication system.

Basing on the observations in other experimental models of hepato-
genic encephalopathy, Hilgier (1983b) postulated the existence of an
alternative mechanism of astrocytic damage, connected with the neu-
rotoxic action of o-ketoglutaramate. This substance, being a direct pro-
duct of glutamine metabolism, is known to accumulate in the brain in
hepatogenic encephalopathy (Duffy et al. 1974). In the light of the data
presented this mechanism seems to be highly probable in the case
of hepatogenic encephalopathy induced by thioacetamide intoxication.
However, this hypothesis requires biochemical confirmation.

MIKROSKOPOWO-ELEKTRONOWY OBRAZ ENCEFALOPATII WATROBOWEJ
U SZCZUROW W ZATRUCIU TIOACETAMIDEM

Streszczenie

Przedstawiono wyniki analizy mikroskopowo-elektronowej mézgu szczuréow za-
truwanych tioacetamidem w okresie cofania si¢ wykladniko6w biochemicznych nie-
wydolnosci watroby i zaburzen metabolicznych w o$rodkowym ukladzie nerwo-
wym. Stwierdzono, iz nieprawidlowosci tkankowe w moézgu dotyczg wybidrezo
astrocytow. PrzeSledzono kolejne fazy uszkodzen komoérek gwiazdzistych, az do
uformowania komorek Alzheimera typu II.

Wobec braku nagromadzenia amoniaku w moézgu, przy wybitnym wzroscie
glutaminy, wysunieto przypuszczenie, ze czynnikiem odpowiedzialnym za uszko-
dzenie astrocytéw moze byé a-ketoglutaraminian, stanowigcy neurotoksyczny pro-
dukt metabolizmu glutaminy.

OJIEKTPOHHO-MUKPOCKOITUYECKAS KAPTUHA
TIEYEHOYHOUW DHLIEPAJIOITIATUU YV KPbIC OTPABJIEHHBIX TUOALIETAMU/IOM

Pe3rome

IlpencraBieHbl pe3yabTaTbl 3JIEKTPOHHO-MHKPOCKONMHYECKOrO aHAH3a TIOJIOBHOIO MO3ra
¥ KpbIC OTpaBJIE€Ba€MbIX THOALETAMHIOM B IMEPHOJE OTCTYNAHUs OHOXMMHYECKMX IIOKa3aTesei
HEJOCTATOYHOCTH MeYeHH M MeTabOoIM4YeCKHX pAacCTPOMCTB B LEHTPAJILHON HEPBHOH CHCTEME.
KOHCTATHPOBAHO, YTO TKAHEBbIC AHOMAJIHK B I'OJIOBHOM MO3ry OTHOCATCS CEJEKTHBHO K acTpO-
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muraM. IIpocnexeno mooyepenuo ¢a3bl NOBPEeXACHHH aCTPOLUMTOB BILIOTH /10 oOpa3oBaHHS Kie-
TOK Anbureiimepa II Tuna.

W3-3a HeNOCTATKAa HAKOIUIEHHWs aMMHMaka B TOJIOBHOM MO3TY BO BpeMs BBIJAIOILETOCs pocTa
TJlyTaMHHA CIENaHO NPEIIOJIOKEHHE, YTO (paKTOPOM OTBETCTBEHHBIM 33 MOBPEXIEHHE ACTPOLM-
TOB MOXET OBITh @-KETOINIyTapaMaT, NpeiCTaBIsIOmMH co00if HEBPOTOKCHYECKHMI NPOAYKT Me-
Tabonu3Ma riiyraMmHa.
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BADANIA METABOLIZMU KWASU y-AMINOMASLOWEGO (GABA)
W MOZGU SZCZURA W DOSWIADCZALNEJ ENCEFALOPATII
WATROBOWEJ WYWOLANEJ CZTEROCHLORKIEM WEGLA

Zesp6l Neuropatologii Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN,
Warszawa

Patomechanizm uszkodzen tkanki nerwowej zwigzanych z zespolem
encefalopatii pochodzenia watrobowego, wystepujgcej spontanicznie, jak
i wywotanej dzialaniem niektérych zwigzkéw hepatotoksycznych, jest od
wielu lat przedmiotem dyskusji i nie zostal jeszcze w pelni wyjasniony.
Czterochlorek wegla, jako s$rodek silnie uszkadzajgcy watrobe, stosowa-
ny byl wielokrotnie w celu wywolania doswiadczalnej encefalopatii wa-
trobowej (Baraona i wsp. 1965; Mossakowski i wsp. 1970; Diemer 1978).
Uszkodzenie watroby, w tym modelu do$wiadczalnym, w trwaty sposéb
uposledza metabolizm amoniaku w cyklu mocznikowym, wskutek czego
jego nadmiar przedostajac sie drogg lozyska naczyniowego do moézgu
obcigza istniejgcy tam cykl detoksykacyjny, wywolujac szereg zmian
w poziomie zwigzkow posrednich tego cyklu (Hilgier, Mossakowski 1979;
Hilgier 1980, 1981). Zmiany takie, jak spadek poziomu a-ketoglutaranu
(Hilgier 1980), wahania poziomu glutaminy oraz zmiany aktywnosci syn-
tetazy glutaminowej i glutaminazy (Hilgier 1981), mogg wskazywaé¢ na
mozliwo$¢ wystgpienia zaburzen na bocznej odnodze cyklu metabolizmu
amoniaku w mozgu, prowadzacej do syntezy kwasu y-aminomastowego
(GABA). Wielokrotnie zwracano uwage na mozliwo$¢ pojawienia sie
zmian w poziomie tego neurotransmitera w réznych modelach encefalo-
patii, jednakze jego rola w tym procesie nie zostala w pelni udowodnio-
na (Goetcheus et al. 1965; Schafer 1982; Wysmyk-Cybula 1983a,b). Bio-
ragc pod uwage wystepujagce w modelu czterochlorkowym zaburzenia
w metabolizmie zwigzkéw stanowigcych substraty do syntezy GABA,
jak réwniez zmiany morfologiczne w tych komoérkach mozgu, z ktérymi
zwigzane sg jego przemiany, wydawalo sie celowe zbadanie poziomu
GABA oraz aktywnosci enzymoéw uczestniczgcych w metabolizmie tego
zwigzku — dekarboksylazy kwasu glutaminowego (GAD) oraz transami-
nazy kwasu y-aminomastowego (GABA-T).
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MATERIAEL I METODY

Doswiadczenia przeprowadzono na 8-tygodniowych samicach szczu-
row rasy Wistar o masie ciala 180—200 g. W momencie zakonczenia
doswiadczenia wiek zwierzat w kazdej grupie wynosil 8 miesiecy.

W celu wywolania marskosci watroby zwierzetom wstrzykiwano pod-
skérnie co drugi dzien czterochlorek wegla (CCly), rozpuszczony w plyn-
nej parafinie, w dawce 0,1 ml na 100 g masy ciala (Georgijew i wsp.
1968). Zwierzetom kontrolnym podawano plynng parafine w analogicz-
ny sposob. Szczury dekapitowano bez znieczulenia po uplywie 2, 4
i 6 miesiecy od pierwszego wstrzykniecia. Tkanke do badan (kora, prazko-
wie, mo6zdzek) pobierano z moézgowia umieszczonego na plytce szklanej
ozigbionej suchym lodem i natychmiast homogenizowano w roztworach
dobranych odpowiednio do dalszej preparatyki. Homogenaty do badan
enzymatycznych zamrazane byly w mieszaninie suchego lodu z metano-
lem i przechowywane w temperaturze — 22°C, natomiast ekstrakty eta-
nolowe GABA poddawane byly natychmiast dalszej obrobce.

Oznaczenie poziomu GABA: Poziom GABA oznaczano fluorometrycz-
nie wedlug metody Grahama i Aprisona (1966). Pomiary prowadzono na
fluorymetrze Aminco-Bowman przy dlugos$ci fali wzbudzenia 365 nm
i emisji 465 nm. Wyniki wyrazano w umolach GABA/g $wiezej tkanki.

Oznaczanie aktywnosci dekarboksylazy glutaminowej (GAD): Aktyw-
nos¢ GAD oznaczano w 10% homogenatach kory, prazkowia i moézdzku

wedlug metody opisanej przez Baxtera (1972), polegajacej na pomiarze

uwolnionego 14CO,, powstajagcego w reakcji *GLU%,?—»GABA-%— *CO..

Wyniki przedstawiono w pmolach CO,/g $wiezej tkanki/godzine.

Oznaczanie aktywnosci transaminazy kwasu y-aminomastowego
(GABA-T): Pomiary aktywnos$ci enzymu przeprowadzono rowniez w 10%o
homogenacie kory, prgzkowia i mozdzku, opierajgc sie na metodzie ko-
lorymetrycznej opisanej przez Baxtera (1972). Aktywno$¢ enzymu wy-
razano w umolach glutaminianu/g tkanki/godzine.

WYNIKI

W tabeli 1 przedstawiono wyniki dotyczace poziomu kwasu y-amino-
maslowego w trzech strukturach moézgu, w nastepstwie zatrucia CCl,.
Jak wynika z przedstawionych danych, spadek poziomu GABA zaobser-
wowano jedynie w prazkowiu zaréowno w 4, jak i w 6 miesigcu trwania
doswiadczenia, odpowiednio okolo 6 i 15%. W pozostalych strukturach
poziom GABA w zadnej grupie doswiadczalnej nie odbiegal w sposéb
statystycznie znamienny od wartosci kontrolnych.

Zmiany aktywnosci enzymu syntetyzujacego GABA — dekarboksy-
lazy kwasu glutaminowego — przedstawiono w tabeli 2. Najwyzsza ak-
tywnos¢ enzymu zaobserwowano w mozdzku po 2 miesigcach wstrzykiwa-
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Tabela 1. Poziom GABA w moézgu szczura po podaniu czterochlorku wegla (CCly)

Table 1. The GABA level in the rat brain following carbon tetrachloride (CCl,y) administration

Okres zatruwania

Zawarto$¢ GABA (pmole/g $wiezej tkanki)
Content of GABA (pmoles/g of wet tissue)

(miesiace) Grupa :

Intoxication period  Group kora prazkowie moézdzek

(months) cortex (n) striatum (n) cerebellum (n)
X+SD X+SD X+SD

s & K 1,56+-0,08 (5) 1,864-0,09 (5) 1,04+0,13 (5)

E D 1,544-0,11 (7) 1,874+0,09 (7) 1,064-0,10 (7)

N c K 1,394-0,06 (6) 1,834-0,06 (6) 1,134+0,13 (6)

E D 1,40-+-0,11 (6) *1,71+0,05 (6) 1,12+0,10 (6)

p ' K 1,42-+-0,09 (6) 2,03+-0,16 (6) 0,894-0,09 (6)

E D 1,324+0,14 (6) *1,72-+0,05 (6) 1,01+0,09 (6)

X+SD érednia arytmetyczna - odchylenie standardowe
arithmetic mean -~ standard deviation

liczba zwierzat

number of animals

— roOznica znamienna statystycznie (p < 0,01)
difference statistically significant (p < 0,01)
grupa kontrolna C — control group

— grupa do$wiadczalna E — experimental group

n -7

*
| AL
D

nia CCly; — okolo 40% w stosunku do wartosci kontrolnych. Nieznacz-
nie podwyzszona aktywnos$é¢ (ok. 10%%) wystepowata jeszcze w 4 mie-
sigcu, natomiast w 6 miesigcu nie odbiegala od wartosci kontrolnych.
Zmiany o odmiennym charakterze wystgpily w korze moézgu, gdzie za-
notowano spadek aktywnosci enzymu okoto 10% w 2 i 4 miesigcu do-
$wiadczenia, a w 6 miesigcu jej wzrost okolo 12%/6 w stosunku do warto-
$ci kontrolnych. W prazkowiu nie zanotowano wahan aktywnosci GAD.

Aktywnos¢ GABA-T (tab. 3) w 2 miesigcu doswiadczenia nie wy-
kazywala zmian w zadnej ze struktur. W 4 miesigcu zaobserwowano
wzrost aktywnosci enzymu w korze okolo 48% i w prazkowiu okolo
30°0, natomiast w mozdzku ujawnil sie jego niewielki spadek, w 6 mie-
sigcu aktywnos$é enzymu byta okoto 40% wyzsza od kontrolnej.

OMOWIENIE

Podsumowujgc otrzymane wyniki mozna stwierdzi¢, ze zaobserwo-
wane wahania aktywnosci enzymow — zaréwno wzrost, jak i spadek —
nie znajdujg odzwierciedlenia w zmianach poziomu GABA. Jedyng struk-
turg, gdzie zaobserwowany spadek poziomu neurotransmitera charaktery-
zuje sie pewng regularnoscig oraz jest skorelowany ze zmianami aktyw-
nosci enzymoéw, jest prazkowie. Przyczyng obnizenia stezenia neurotrans-
mitera w tej okolicy moézgu mogltby byé przyspieszony jego katabolizm
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Tabela 2. Aktywnos¢ GAD w moézgu szczura po podaniu czterochlorku wegla (CCl,)
Table 2. GAD activity in the rat brain following carbon tetrachloride (CCl;) administration

Okres zatruwania

Aktywno$¢ GAD (umole '*CO,/g $wiezej tkanki/godz)
GAD activity (umoles '*CO,/g of wet tissue/h)

(miesiace) Grupa :

Intoxication period Group kora prazkowie moézdzek

(months) cortex (n) striatum (n) cerebellum (n)
X+SD X+SD X+SD

(@, K 13,014-0,89 (5) 9,42+-1,72 (6) 7,554+-0,78 (6)

2 E D  *11,644+1,19 (8) 9,41-+1,52 (8) *10,55-+-0,63 (8)

C K 13,02+0,72 (7) 15,01+1,37 (7) 9,40-+0,74 (7)

g E D *11,8241,07(7)  1558+£1,94(7)  *10,28+0,75 (6)

6 C K 12,65+-0,46 (6) 12,99-+1,78 (6) 8,87+0,95 (1)

E D  *14,20+0,50 (6) 12,24-+0,95 (6) 9,23+4-0,40 (7)

X-+SD érednia arytmetyczna - odchylenie standardowe

arithmetic mean -+ standard deviation

réznica znamienna statystycznie (p < 0,01)

difference statistically significant (p < 0.01)

n — liczba zwierzat
number of animals

* s

K — grupa kontrolna

D — grupa doswiadczalna

C — control group
E — experimental group

Tabela 3. Aktywno$¢ GABA-T w mozgu szczura po podaniu czterochlorku wegla (CCly)
Table 3. GABA-T activity in the rat brain following carbon tetrachloride (CCly) administration

Okres zatruwania

Aktywnos¢ GABA-T (pmole glutaminianu/g $wiezej
tkanki/godz)
GABA-T activity (pmoles glutamate/g wet tissue/h)

(miesiace) G

Intoxication period G:gﬁ ; kora prazkowie mozdzek

(months) cortex (n) striatum (n) cerebellum (n)
X+SD X+SD X+SD

2 3 K 32,8-+5,1 (6) 51,846,0 (6) 59,3+6,6 (6)

E D 30,9-+4,6 (8) 47,4+9,9 (8) 61,5+4,6 (7)

4 C K 54,9--5,9 (6) 26,3+5,6 (6) 45,64+-2,5 (7)

E D *81,5+0,9 (7) *34,01+4,8 (6) *38,10,9 (6)

6 & K 49,3+2,7 (7 40,0+2,0 (7) 47,74+-4,8 (6)

E D 245,3::30(D) *50,643,5 (7) *66,94-2,1 (7)

)Zi‘SD srednia arytmetyczna -+ odchylenie standardowe
arithmetic mean -+ standard deviation

n — liczba zwierzat
number of animals

* — roOznica znamienna statystycznie (p < 0,01)
difference statistically significant (p < 0.01)

K — grupa kontrolna C — control group

D — grupa doswiadczalna E — experimental group
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na skutek podwyzszonej aktywnosci GABA-T, ktéry jeszcze po 6 mie-
sigcach zatruwania zwierzat utrzymywat sie na wysokim poziomie (tab.
3). Szukajgc przyczyn pobudzenia GABA-T nalezy wzig¢ pod uwage
fakt, ze enzym ten zlokalizowany jest w komodrkach glejowych (naj-
Swiezsze dane z literatury na ten temat czytelnik znajdzie w pracach
Hertza, 1981 oraz Turnera i Whittle’a, 1983). W badaniach morfologicz-
nych wielokrotnie wykazano, ze rozplem komoérek glejowych oraz ich
przerost s glownymi wykladnikami nieprawidlowosci tkankowych za-
rowno w patologii opisywanej u ludzi, jak i w encefalopatii doswiad-
czalnej (Mossakowski 1966; Mossakowski i wsp. 1970; Cavanagh i wsp.
1972; Diemer 1978). Badania biochemiczne potwierdzajg teze o aktywa-
cji gleju w encefalopatii watrobowej. Z doswiadczen wykonanych w na-
szej pracowni wiadomo, ze w modelu doswiadczalnym, analogicznym
do opisywanego, wystgpilo zwiekszone wbudowywanie znakowanej 3[H]
urydyny do RNA jader astrogleju, mogace $wiadczy¢ o swoistej odpo-
wiedzi astrocytow na podwyzszone stezenie amoniaku w moézgu (Albrecht
1981). Jednym z wykltadnikéw przerostu komorek astrogleju w ence-
falopatii watrobowej jest zwiekszenie iloSci siateczki srodplazmatycznej
(Norenberg 1981). Z kolei, w tym samym modelu zaobserwowano wzrost
aktywnosci syntetazy glutaminowej (Hilgier 1981), enzymu o udo-
wodnionej lokalizacji astroglejowej (Martinez-Hernandez i wsp. 1977,
Norenberg 1979).

Aktywacje GABA-T odnotowano takze w pozostalych strukturach
moézgu, w przypadku kory wzrost ten zaznaczyl sie réwniez w 4 mie-
sigcu, w moézdzku natomiast wystapil on pdzniej — w miesigcu széstym.
Zaobserwowane zmiany, jak sie wydaje, moga by¢ wykladnikiem poste-
pujacego rozplemu glejowego towarzyszgcego zwyrodnieniu OUN, prze-
biegajacego jednak w poszczegélnych strukturach mézgowych w odmien-
nych przedzialach czasowych.

Interpretacja danych dotyczgcych dekarboksylazy kwasu glutamino-
wego jest znacznie trudniejsza. Dane z literatury zaréwno biochemiczne,
jak i morfologiczne, nie wskazujg na znaczgce uszkodzenie komoérek ner-
wowych w encefalopatii watrobowej. Wydaje sie, ze zaobserwowane
w korze mozgu zaburzenia aktywnosci GAD mozna powigza¢ ze stwier-
dzonym przez Hilgiera (1980, 1981), w analogicznym modelu do$wiad-
czalnym, uposledzeniem cyklu detoksykacji amoniaku wyrazajgcym sie
obnizeniem poziomu glutaminianu i a-ketoglutaranu (odpowiednio w 2
oraz 4 i 6 miesigcu), z jednoczesng istotng aktywacjq glutaminazy w 6
miesigcu podawania CCl;. Niedobory substratow moglyby by¢ poczat-
kowo przyczyng obnizenia aktywnosci GAD, natomiast poézniejsza akty-
wacja glutaminazy, umozliwiajaca zwigkszone dostarczanie glutaminianu
do szlaku metabolicznego GABA moglaby pobudza¢ ten enzym. Zmiany
aktywnosci GAD w mozdzku, ktére pojawily sie juz w 2 miesigcu poda-
wania CCl,, pozwalaja sadzi¢, ze w tym wypadku mamy do czynienia
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z metabolicznym pobudzeniem GABA-ergicznych neuronéow moézdzku.
Wiele danych wskazuje, ze enzym ten umiejscowiony jest w komérkach
Purkinjego (Wood i wsp. 1976), ktére jak podaje Diemer (1978), w ana-
logicznym modelu do$wiadczalnym, nie ulegly istotnemu uszkodzeniu.
Warto zaznaczyé¢, ze uprzednio, w ostrym modelu uszkodzenia watroby
tioacetamidem, zanotowano wzrost poziomu GABA zaréwno w korze, jak
i w prazkowiu (Wysmyk-Cybula 1983a), czego w modelu przewleklym
nie stwierdzono. Swiadczyé to moze z jednej strony o odmiennosci ostre-
go i przewleklego modelu encefalopatii watrobowej, z drugiej zas strony
pozwala na przypuszczenie, ze GABA nie odgrywa istotnej roli w pato-
mechanizmie przewleklej encefalopatii watrobowej.

Autorka sklada podziekowania Pani Teresie Pankowskiej za pomoc techniczng
przy wykonywaniu pracy dos§wiadczalnej.

VCCJIEOBAHUE METABOJIU3MA y-AMUHOMACIISIHOM KHUCJIOTBI (GABA)
B I'OJIOBHOM MO3I'Y KPBICBI B DKCIIEPUMEHTAJIBHON ITEYEHOYHOM
OHLE®AJIOITATUU BBI3BAHHOW YETBIPEXXJIOPUCTBLIM VIJIEPOJOM

Pe3ome

B Hacrosme#t paGorte ompenesieHO AKTHBHOCTH JAeKapOOKCHJIAa3bl TJIyTAMUHOBOW KHCIOTBI
(GAD), TpancamMuHa3bl y-aMuHOMAcHsHOM KucinoTel (GABA-T) m ypoBeHb CaMOro HEUPOTPaHC-
MHTTEPA B TOJIOBHBIX MO3rax KpbIC, Y KOTOPBIX MEYEHOYHYIO 3HUEDATONATHIO BHI3BAHO JJIATEIb-
HBIM BBEIEHHEM YE€THIPEXXJIOPUCTOro yriepoaa (2, 4, 6 Mecsues). AKTHBHOCTh SH3HMOB H YPOBEHb
COeIMHEHUs onpeaensnuck B 10% romMoreHarax OTAENbHBIX I'OJOBHOMO3IOBBIX CTPOGHHSX: KOPBI,
crpuatyma, Mo3zxeyka. KorcratupoBano Goplume kojnebaHHsi aKTHBHOCTH 3H3MMOB, KOTOPBIM
B obmem He comyTcTBOBanM W3MeHenusi B ypoHe GABA. VcCkirodeHME COCTABIAJI CTPHATYM,
B KOTOpoM pocty aktuBHOCTH GABA-T — sn3uma katabomm3upyromero GABA — comyTcTBO-
BaJl cniaJl ypoBHS HeHpoTpaHcMuTTepa B 4 W 6 Mecsle KCIEPUMEHTa, COOTBETCTBEHHO HA OK. 6
u 15%,. Kaxercs, yro nabmronaemsiii poct aktuBHOCTH GABA-T B XOpe M B CTpaTyme B 4Ye€TBEp-
TOM, @ B MO3KEYKE B IIIECTOM MeCsle BBENCHHS COCIMHEHHS MOXXHO CBS3BIBATH C BO30YXIAEHHEM
acTpornuu, HabIIOMaeMbIM HEOJHOKPATHO B PAa3HBIX CTAAMAX MEYEHOYHON 3HUedanonaTuu.

THE LEVEL OF y-AMINOBUTYRIC ACID (GABA) AND THE ACTIVITY
OF GABA METABOLIZING ENZYMES IN THE RAT BRAIN IN HEPATIC
ENCEPHALOPATHY INDUCED BY ADMINISTRATION
OF CARBON TETRACHLORIDE

.

Summary

The glutamic acid decarboxylase (GAD), and y-aminobutyric acid transami-
nase (GABA-T) activities and the GABA level were measured in the brains of
rats in which hepatic encephalopathy was induced by long-term treatment with
carbon tetrachloride (2, 4, 6 months). The enzymes activities and the neurotransmit-
ter content were determined in 10°% homogenates of the particular brain structu-
res: cortex, striatum and cerebellum. It was found that rather significant fluctua-
tions of the enzymes activities were not accompanied by changes in the GABA
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level. The only exception was striatum, in which the increased GABA-T activity
coincided with the decrease of neurotransmitter level in the 4th and 6th month
of the experiment, accordingly by about 6 and 15%. The rise of GABA-T activity
observed in the cortex and striatum after 4 months and in the cerebellum after
6 months of carbon tetrachloride administration, may be related to astroglial
activation which typically accompanies different stages of hepatic encephalopathy.
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Krolik pt jest mutantem neurologicznym, ktéry charakteryzuje sie
zréznicowanym przebiegiem choroby i zlozong strukturg procesu pato-
logicznego (Osetowska i wsp. 1975). W zespole objawowym wystepuja
rytmiczne drzenia ciata, grubofaliste, czesto kolebigce, nasilajgce sie
przy pobudzeniu i ruchach czynnych i zanikajace w spoczynku. Poja-
wiajg sie one zazwyczaj pomiedzy 10—12 dniem zycia. W pézniejszym
okresie, przewaznie na poczatku 3 tygodnia zycia, rozwija sie¢ spastyczny
niedowlad konczyn, zwlaszcza tylnych, narastajgcy u niektérych zwie-
rzat do pelnych porazen. Mozna wyrézni¢ dwa zasadnicze warianty prze-
biegu klinicznego. Pierwszy z nich charakteryzuje ciezki, postepujacy
przebieg choroby prowadzacy do $mierci zwierzecia lub trwalego kalec-
twa przed ukonczeniem pierwszego poélrocza zycia. Drugi wyréznia sig
poprawg kliniczng po okresie zmiennie nasilonych drzen i niedowladéw,
z kilkuletnim przezyciem i zdolnoscig do reprodukecji.

Zespo6l patologiczny charakteryzuje rozsiane, uogélnione, nieswoiste
uszkodzenie neurondéw, najbardziej nasilone w ugrupowaniach jadro-
wych pnia mozgu i niektérych strukturach podkorowych, glejoza komor-
kowa, nieproporcjonalna do nasilenia uszkodzen neuronalnych oraz nie-
prawidlowosci w obrazie mieliny. Te ostatnie traktowano poczgtkowo
jako nastepstwo rozpadu ostonek mielinowych, jednakze hipoteza ta nie
znalazla potwierdzenia w badaniach mikroskopowo-elektronowych, ktére
wykazaly u kroélika pt zmiany wskazujgce na zaburzenie procesu mieli-
nizacji z minimalnym tylko komponentem wtérnego zwyrodnienia osto-
nek mielinowych (Taraszewska 1979, 1983a,b).

Istotne znaczenie tego faktu zar6wno w odniesieniu do zréznicowanej
ekspresji klinicznej mutacji pt, jak i zlozonej struktury procesu pato-
logicznego sklonilo nas do zwrdcenia szczegdélnej uwagi na patologie mie-
liny u kroélika pt. Celem niniejszej pracy jest histologiczna ocena pro-
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cesu mielinizacji u mutanta pt w okresie rozwoju objawéw klinicznych
oraz ocena mieliny w przewleklym okresie choroby w poréwnaniu z bez-
objawowymi krélikami pt i krélikami zdrowymi, nie obcigzonymi gene-
tycznie cecha pt.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na krolikach ze stada pt, objawowych sam-
cach i samicach w wieku od 10 dni do 5 miesiecy oraz kroélikach pt z po-
prawa kliniczng po okresie objawowym, w wieku od 1 roku do 3 lat.
Materialem poréwnawczym byly bezobjawowe kroliki pt w tym samym
wieku oraz normalne zdrowe kroliki hodowane w takich samych wa-
runkach, jak stado pt. Badania rozpoczeto od 10 dnia zycia poniewaz
w tym okresie mozna wyselekcjonowaé zwierzeta objawowe. Z kolei
u 5-miesiecznych kroélikow w prawidlowych warunkach zaréwno histolo-
giczny, jak i histochemiczny obraz mieliny we wszystkich strukturach
OUN jest taki sam, jak u dorostych osobnikéw (Almeida, Pearse 1958;
Wender i wsp. 1969). Kroliki w wieku 2—10 tygodni badano w odstepach
T-dniowych, kroliki w wieku 3—5 miesiecy — w odstepach 14-dniowych.

Moézgi krolikow przeznaczonych do badania utrwalano in situ, stosu-
jac w narkozie (Eunarcon) przezsercowg perfuzje 10% roztworu forma-
liny. Po wyjeciu z jamy czaszki moézgi pozostawiono w plynie perfuzyjnym
przez 24 godz. Nastepnie pobierano w plaszczyznie czolowej 4 bloczki
przez obie pétkule mézgu oraz wycinki ze $rédmoézgowia, mostu wraz
z moézdzkiem i opuszki. Skrawki parafinowe barwiono metodg Kliivera—
Barrery, Heidehaina lub Kelemana oraz hematoksyling-eozyng. Po-
nadto na skrawkach mrozikowych z mozgoéw krélikow w wieku 2, 4,
8 i 12 tygodni wykonano barwienie Sudanem III i Sudanem czarnym B,
barwienie kwasng hemateing wedlug Bakera, na metachromazje wedlug
Feyrtera, odczyn PAS oraz barwienie czernig amidowag 10B (w mody-
fikacji do barwienia skrawkow tkankowych wg Seitelbergera i wsp. 1957).

WYNIKI

Lupowa ocena skrawkow z mozgoéw krolikéw w wieku od 10 dni do 5
miesiecy, barwionych na oslonki mielinowe, wykazuje we wszystkich
przedzialach wieku roéznice w nasileniu mielinizacji pomiedzy objawo-
wymi mutantami i kontrolnymi oraz bezobjawowymi zwierzetami. Nie-
prawidlowosci w obrazie mieliny sg zréznicowane w zaleznosci od wieku
zwierzat i wykazujg znaczne wahania indywidualne u krélikéw objawo-
wych w tym samym wieku.

Najmniejsze réznice wystepuja u najmiodszych mutantéw (10- i 14-
-dniowych), w zwigzku ze stabo zaawansowang mielinizacjg w tym okre-
sie zycia u normalnych kroélikéw oraz wigkszym zageszczeniem gleju
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Ryc. 1,la. Roznice w obrazie mieliny u 6-tygodniowego kontrolnego krolika
i u objawowego mutanta w tym samym wieku. U krolika pt mniej zaawansowany
rozw0j mieliny we wszystkich strukturach. Heidenhain. Pow. lupowe

Fig. 1,la. Differences in myelin staining in 6-week control rabbit and in
symptomatic pt mutant of the same age. In pt rabbit less advanced myelin deve-
lopment in all brain structures. Heidenhain. Magn. glass

i bardziej intensywnym zabarwieniem podloza u krélikow pt. Dwa na-
stepne tygodnie zycia charakteryzuje duzy postep w rozwoju ostonek
mielinowych w strukturach pnia mozgu, kresomézgowia i moézdzku
u zdrowych krélikbw i znacznie wolniejszy przyrost zmielinizowanych
wlokien u objawowych mutantéw. W obu grupach zwierzat zachowany
jest przy tym podobny wzorzec w zréznicowaniu nasilenia mielinizacji
w poszczeg6lnych strukturach biatych. Tylko pozamézgowe odcinki ner-
woéw czaszkowych barwig sie podobnie u krélikéw pt i u zdrowych
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2a

Ryc. 2,2a. Mielinizacja u 2-miesigcznego zdrowego kroélika i objawowego mu-
tanta. U krolika pt rozlane zbledniecie mieliny, tylko pasma wzrokowe sg wzgled-
nie dobrze zmielinizowane. Heidenhain. Pow. lupowe

Fig. 2,2a. Myelination in 2-month healthy rabbit and in symptomatic mutant.
In pt rabbit diffuse pallor of myelin staining, only optic tracts are comparatively
well myelinated. Heidenhain. Pow. lupowe

zwierzat. Roznice w obrazie mieliny utrzymujg sie¢ réwniez w dalszych
przedziatach wieku. U 6-tygodniowych i starszych krélikéw objawo-
wych, oprocz slabszego zabarwienia wszystkich struktur, zwraca uwage
gorszy rozwoOj istoty bialej przy dobrze wyksztalconej korze i struktu-
rach podkorowych (ryc. 1, la).

U zdrowych 2-miesiecznych krolikow istota biala jest juz w pelni
zmielinizowana z wyjatkiem niektorych czesci ciala modzelowatego. Na-



Mielina u krélika pt 209

tomiast u objawowych mutantéw w tym samym wieku przy widocznym
postepie mielinizacji nadal zachowany jest obraz ogélnie stabszego za-
barwienia istoty bialej i niepelnej mielinizacji wlékien, zwlaszcza
w strukturach, w ktérych mielinizacja rozpoczyna sie w pdzniejszym
okresie zycia (ryc. 2, 2a).

W dalszych przedziatach wieku (3—5 miesiecy) u normalnego kroélika
wyksztalca sie obraz mieliny charakterystyczny dla dojrzaltego zwierze-
cia. W tym okresie u niektérych objawowych krolikéw pt zmniejszajg
si¢ roznice w poréwnaniu z kontrolg i obraz mieliny zbliza sie bardziej
do normy. Réwnoczes$nie zaznaczajg sie przejasnienia przede wszystkim
w istocie bialej i konarach moézdzku, we wldéknach tworu siatkowatego,
ukladach peczkowych wzgérza i galki bladej oraz w konarach mézgu.
W wicgkszosci przypadkoéw, zwlaszcza z ciezkim postepujgcym zespotem
objawowym, zblednigcie mieliny ma charakter uogélniony i rozlany oraz
jest szczegblnie nasilone w istocie biatej moézdzku.

Wsrod objawowych krélikow pt spotyka sie osobniki wyroézniajace
si¢ szczegoOlnie skapa iloScig mieliny i brakiem wyraznego postepu mie-
linizacji. W tych przypadkach zwraca uwage szczegélnie slabe zabarwie-
nie istoty bialej z charakterystycznym zatarciem rysunku struktur ana-
tomicznych (ryc. 3).

Mikroskopowa ocena mieliny u rozwijajacych sie krélikéw jeszcze
bardziej podkresla réznice miedzy objawowym mutantem i zdrowym

3

Ryc. 3. Krolik pt 2-miesieczny z ciezkim postepujacym zespolem klinicznym.
Zwiekszone nasilenie nieprawidlowosci w obrazie mieliny. Istota biala stabo roz-
winigta, rysunek struktur anatomicznych zatarty. Heidenhain. Pow. lupowe
‘ Fig. 3. 2-month pt rabbit with severe protracted course of the disease. In-
creased intensity of abnormalities in myelin staining. Underdeveloped and poorly
delineated white matter. Heidenhain. Magn. glass

4 — Neuropatologia Polska 2/84



210 I. B. Zelman, A. Taraszewska

L

Ryc. 4,4a. Rozw6j mieliny w podkorowej istocie bialej u 3-tygodniowego kon-
trolnego kroélika i u objawowego mutanta. U krolika pt intensywne zabarwienie
podiloza i zwiekszona glejoza komorkowa. Zmielinizowane wlékna nieliczne, siabo
widoczne. Kliiver—Barrera. Pow. 100 X

Fig. 44a. Myelin development in subcortical white matter in 3-week normal
rabbit and symptomatic mutant. In pt rabbit intensive staining of the back-
ground, increased cellular gliosis and few poorly visible myelinated fibers. Kliiver—

Barrera. X 100

zwierzeciem. U najmlodszych krolikow pt (10—14 dni zycia) czesto nie
stwierdza sie obecnosci wyksztalconej mieliny lub obserwuje sie tylko
nieliczne stabo zmielinizowane wiékna w tych strukturach, w ktérych
u normalnych krélikéw mielinizacja jest juz w pelnym toku. Podobne
réznice spotyka sie réwniez u 3-tygodniowych mutantéw zaréwno w pniu
mozgu i moézdzku, jak i w pétkulach mézgu. W strukturach, ktére u nor-
malnych krélikow wykazujag w tym wieku zaawansowany rozwoj mieli-
ny, u objawowych mutantéw czesto obserwuje si¢ przede wszystkim
intensywne zabarwienie podloza i duze zageszczenie komérek glejowych,
natomiast zmielinizowane wlokna sg nieliczne, stabo zabarwione i wi-
doczne dopiero w wiekszych powiekszeniach mikroskopowych (ryc. 4, 4a).:

Mniejsza ilo$¢é zmielinizowanych wiékien we wszystkich strukturach
OUN, ich oslabiona i nieré6wnomierna barwliwo$¢ oraz nieostre jakby
,rozmywajace sie” kontury stanowig charakterystyczng ceche objawo-
wych mutantéw w wieku 1 miesieca i starszych. Dotyczy to zaréow-
no struktur pnia moézgu (ryc. 5, 5a) i moézdzku, jak i struktur kreso-
moézgowia (ryc. 6, 6a), przy czym nasilenie nieprawidtowosci w obrazie
mieliny zmniejsza sie wraz z postepem mielinizacji.

U objawowych krélikéw pt, podobnie jak w kontroli, rozw6j ostonek
mielinowych wyprzedza glejoza mielinizacyjna. U normalnych krolikow
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o - 5a
Ryc. 5,5a. Mielinizacja na poziomie mostu u kontrolnego krélika i objawowego
mutanta w wieku 6 tygodni. Heidenhain. Pow. 25 X

Fig. 5,5a. Myelin development in 6-week normal rabbit and in symptomatic
mutant on the level of pons. Heidenhain. X 25

Ryc. 6,6a. Kontrolny kroélik 9-tygodniowy i objawowy pt. U mutanta slabiej
zmielinizowana podkorowa istota biala, brak zmielinizowanych wilokien w korze.
Kliver—Barrera. Pow. 60 X

Fig. 6,6a. 9-week control rabbit and symptomatic pt. Less advanced myelin
development in subcortical white matter, lack of myelinated fibers in cerebral
cortex of mutant brain. Kliver—Barrera. X 60

komorkowy obraz histologiczny, charakterystyczny dla dorostych zwie-
rzat, ustala si¢ w roznym czasie w poszczegdlnych strukturach odpowied-
nio do zréznicowanego okresu ich mielinizacji. U krolikow pt zageszczenie
gleju we wszystkich mielinizujgcych sie strukturach jest wieksze i utrzy-
muje sie dluzej niz u normalnych krolikéw (ryc. 7, 7a). Wydaje sie row-
niez, ze u objawowych mutantow wystepuje wieksza liczba mniej zrozni-
cowanych komoérek glejowych niz u zdrowych krélikow w tym samym
wieku.
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Ryc. 7,7a. Obraz gleju w spoidle wielkim u kontrolnego krélika i objawowego
mutanta w wieku 6 tyg. U krolika pt wieksze zageszczenie i nieregularny uklad
komorek glejowych. H—E. Pow. 400 X

Fig. 7,7a. Corpus callosum of control and pt rabbit 6-week of age. In pt
increased cellular gliosis and irregular arrangement of glial cells. H—E. X 400

Zastosowane metody histochemiczne poza roznicami w nasileniu od-
czynu w podiozu i we wioknach oraz przesunieciami czasowymi odpo-
wiednio do ostabionej i przediuzonej mielinizacji u krolika pt nie wyka-
zaly innych nieprawidlowosci.

Tylko w barwieniu Sudanem III i Sudanem czarnym B stwierdzono
u niektérych objawowych mutantow obecnos¢ zlogow sudanofilnych,
wystepujacych szczegélnie licznie w istocie bialej moézdzku i pojedynczo
rozsianych w innych strukturach OUN. Zagadnienie to zostalo szczego-
lowo przedstawione w odrebnej pracy, uwzgledniajacej réwniez sub-
mikroskopowg lokalizacje materialu sudanofilnego u krolika pt (Tara-
szewska 1983b). :

Obraz mieliny u dorostych mutantéw z poprawa kliniczng po okresie
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Ryc. 8,8a. Obraz mieliny w pniu moézgu u kontrolnego krélika w wieku 14-mie-
sigcy i krélika pt z poprawa kliniczng. Widoczne przejasnienie mieliny i przerze-
dzenie wldokien we wszystkich strukturach, najbardziej nasilone w obrebie tworu

siatkowatego. Klliver—Barrera. Pow. 25 X

Fig. 8,8a. Myelin staining on the level of brain stem in control rabbit and
pt with clinical improvement, both 14 months of age. Diffuse slight myelin pallor
and rarefaction of myelinated fibers accentuated within reticular formation.

Kliver—Barrera. X 25

objawowym wykazuje stosunkowo niewielkie réznice w poréwnaniu
z kontrolg. Ograniczajg sie¢ one do zaznaczajacej sie redukcji istoty bia-
lej, mniej zbitego ukladu wilokien i rozlanego, niewielkiego na ogo6l,
przejasnienia mieliny. U niektorych krolikow obserwuje sie wieksze
zbledniecia w obrebie dlugich dr6ég pnia mézgu, we widknach tworu siat-
kowatego (ryc. 8, 8a), we wstedze przysrodkowej oraz konarach moézgu,
a przede wszystkim w istocie bialej mozdzku.

OMOWIENIE

Z przeprowadzonych badan wynika, ze proces mielinizacji w mézgu
objawowych krolikow pt przebiega nieprawidlowo; rozpoczyna sie z op6-
znieniem, charakteryzuje znacznie wolniejszym przyrostem mieliny oraz
trwa dluzej niz u normalnych krélikéw (Almeida, Pearse 1958; Wender
i wsp. 1969). Nie prowadzi on réwniez do pelnej mielinizacji OUN, takiej
jaka charakteryzuje zdrowe zwierzeta. Opdznionej i niepelnej mielini-
zacji towarzyszg zmiany w ultrastrukturze ostonek mielinowych (Tara-
szewska 1979, 1983a). Stanowig one przyczyne widocznej w mikroskopie
$wietlnym zmniejszonej i nieré6wnej barwliwosci zmielinizowanych wio-
kien oraz ich nieostrych konturéow.

Zréznicowanie nasilenia zmian w obrazie mieliny w zalezno$ci od
przebiegu klinicznego i okresu choroby sugeruje bezposredni zwigzek
zaburzonego procesu mielinizacji z fenotypowa ekspresja mutacji pt.
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Postepujacy ciezki przebieg kliniczny rozwija sie prawdopodobnie na
podiozu najwiekszych zaburzen w rozwoju mieliny, natomiast w przy-
padku mniej nasilonych nieprawidlowosci objawy neurologiczne ulegaja
remisji. Takg mozliwo$¢ sugeruje obraz mieliny u krolikéw pt w péznym
okresie rozwoju objawow klinicznych oraz u dorostych mutantéw z po-
prawg kliniczng. U tych ostatnich obraz mieliny tylko nieznacznie roézni
sie od kontroli, zwlaszcza w przypadkach, w ktérych nie obserwuje sie
dodatkowych przejasnien mieliny rozwijajgcych sie prawdopodobnie
w nastepstwie naktadania sie wtoérnych zmian zwyrodnieniowych (Ta-
raszewska, Zelman 1981).

Warto ponadto podkres$li¢, ze pojawienie sie¢ u krolika pt pierwszych
objawow klinicznych w postaci drzen wystepuje w okresie odpowiadaja-
cym intensywnej mielinizacji u normalnych kroélikow (Almeida, Pearse
1958; Wender i wsp. 1969; Dambska, Danielewicz-Kotowicz 1978). Po-
nadto zrytmizowane drzenia nasilajace sie przy ruchach czynnych wy-
stepujg na poczatku drugiej dekady zycia u wszystkich mutantéw z hi-
pomielinizacjg, wyprzedzajac inne objawy neurologiczne, najczeSciej
napady drgawkowe i/lub niedowtady konczyn (Hogan 1977; Guenet 1980).

We wezesnym okresie mielinogenezy wystepuje u zdrowego krélika
rozlane, delikatnie ziarniste zabarwienie podioza. Jest ono widoczne
w rutynowych barwieniach histologicznych, przede wszystkim jednak
w barwieniach histochemicznych na fosfo- i glikolipidy. Wyprzedza ono
rozwéj ostonek mielinowych w poszczegélnych strukturach i zanika
w miare pojawiania sie wyksztalconej mieliny. U normalnych krélikow
utrzymuje sie najdluzej do konca 4 tygodnia zycia (Almeida, Pearse
1958), natomiast u objawowych kroélikow pt jest ono bardziej nasilone
i widoczne u niektérych kroélikow w 2, anawet w 3 miesigcu zycia, w za-
leznosci od nasilenia zaburzen w procesie mielinizacji. Almeida i Pearse
(1958) wigzali to zjawisko z przejSciowym spichrzaniem lipidow w tkan-
ce przed ich wbudowaniem w ostonke mielinowg. W przypadku krélika
pt bardziej intensywne i dluzej utrzymujace sie zabarwienie podloza
moze wskazywaé na niedostateczne wykorzystanie prekursoréw lipido-
wych do syntezy blon mielinowych.

PrzejSciowa obecno$¢ materialu sudanofilnego we wczesnym okresie
mielinizacji jest traktowana jako normalne zjawisko u czlowieka i nie-
ktérych gatunkéw zwierzat, natomiast tego rodzaju zlogéw nie stwier-
dza sie w mozgu krolika, a takze szczura i kota (Mickel, Gilles 1970).
Mozna przypuszczaé, ze wystepowanie materialu sudanofilnego u obja-
wowych krélikéw pt jest zwigzane z zaburzonym procesem mielinizacji.
W badaniach mikroskopowo-elektronowych Taraszewska (1983b) usta-
lita, ze zlogi sudanofilne zlokalizowane sg w astrogleju i wystepuja bez
towarzyszacego zwyrodnienia ostonek mielinowych.

Opobznionej i niepelnej mielinizacji u kroélika pt towarzyszy nadmier-
na i przediuzona glejoza mielinizacyjna. Zmiany w- ultrastrukturze oli-
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godendrocytéw, sugerujgce ich metaboliczng niewydolnos¢ (Taraszewska
1983a), mogg wskazywaé¢ na bezposredni zwigzek tych komoérek z zabu-
rzonym procesem mielinizacji, zwlaszcza ze obwodowy uklad nerwowy,
przynajmniej na poziomie mikroskopu S$wietlnego, wydaje sie prawid-
lowy.

Zaburzenia iloSciowe i zréznicowane zmiany submikroskopowe w po-
pulacji oligodendrocytow wystepujg czesto u mutantéw z hipomieliniza-
cja. U myszy jimpy, ktérg charakteryzuje prawie catkowity brak mieliny
w OUN i zmniejszanie sie liczby zmielinizowanych wildkien wraz z wie-
kiem zwierzat, stwierdzono redukcje liczby oligodendrocytéw i niepra-
widlowe dojrzewanie tych komoérek (Farkas-Bargeton i wsp. 1972; Meier,
Bischoff 1974), potwierdzone w warunkach hodowli tkankowej (Sandru
i wsp. 1980). W przeciwienstwie do myszy jimpy u mutanta quaking
obserwowano nadmierne zageszczenie oligodendrocytéw (Nagara, Suzuki
1981). Quaking wyréznia ponadto mniejsze nasilenie zaburzen w procesie
mielinizacji, przyrost mieliny z wiekiem zwierzat oraz nieprawidlowosci
w obwodowym ukladzie nerwowym. Te ostatnie wskazuja na udziat
zarowno oligodendrocytéw, jak i komoérek Schwanna w procesie niepra-
widlowej mielinogenezy.

U kroélika pt zmiany w obrazie mieliny sa mniej nasilone niz u myszy
quaking, a nieprawidlowosci w ultrastrukturze oligodendrocytéw maja
odmienny charakter (Taraszewska 1983a). Nalezy réwniez uwzgledni¢,
ze nadmierna glejoza mielinizacyjna u mutanta pt moze wynika¢, przy-
najmniej czesciowo, z redukeji istoty biatej. Rozstrzygniecie tego zagad-
nienia wymaga dalszych badan. Zaburzenie mielinizacji u mutanta pt
wydaje sie ograniczone do osrodkowego ukladu nerwowego, w zwigzku
z czym udzial oligodendrocytéw w ich rozwoju jest bardzo prawdo-
podobny. Wiadomo jednak, ze w rozwoju mieliny uczestniczg réwniez
aksony i komérki nerwowe, chociaz ich rola w procesie mielinizacji jest
matlo poznana (Weinberg, Spencer 1976). U krolika pt zmiany komoérko-
we neurondéw ujawniajg sie przed wystgpieniem objawéw Kklinicznych
(Taraszewska, Osetowska 1975), a nasilajg sie i uogélniaja w dalszym
przebiegu choroby. Nie mozna réwniez pomingé zmian w wypustkach
osiowych, ktére u kroélika pt ksztaltuja sie odmiennie w ostrym i prze-
wleklym okresie procesu patologicznego. Badajac poszczegélne odcinki
ukladu wzrokowego Sawicki (dane niepublikowane) stwierdzil, ze zmia-
ny we wléknach nerwu wzrokowego rozwijaja sie z wyprzedzeniem
w stosunku do zmian w komérkach zwojowych siatkéwki. W okresie
ostrym majg one charakter odcinkowego poszerzenia aksonéw oraz ich
obnizonej i niepelnej impregnacji, natomiast okres przewlekly charak-
teryzuje przede wszystkim przerzedzenie i drobnoziarnisty rozpad wlo-
kien.

Zmiany w aksonach w postaci ich odcinkowego obrzmienia i typo-
wych sferoidéow nie nalezg do rzadkos$ci u mutantéw z hipomielinizacjg.
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Wystepuja one w sposéb uogélniony u szczura md (Dentinger i wsp.
1982) oraz z wybidrczg lokalizacjg w moézdzku i jego polgczeniach u my-
szy quaking (Suzuki, Zagoren 1975). W obu przypadkach autorzy trak-
tujg je jako nieswoiste zmiany zwyrodnieniowe zwigzane z zaburzeniem
metabolizmu komoérki nerwowej w nastepstwie nieprawidiowej mielini-
zacji wiokien nerwowych.

Przy tak zréznicowanych nieprawidlowosciach morfologicznych, jakie
obserwuje si¢ u mutanta pt, ustalenie udzialu poszczegélnych elemen-
tow w procesie zaburzonej mielinizacji jest szczego6lnie trudne i wymaga
dalszych ukierunkowanych oraz wielometodycznych badan.

Mutanty z zaburzonym procesem mielinizacji spotyka sie u réznych
zwierzat laboratoryjnych. Szczegdlnie czesto wystepuja one u myszy
(Hogan 1977; Guenet 1980) i sa od wielu lat przedmiotem wielokierun-
kowych badan (Baumann 1980). Opisano réwniez mutanta z hipomielini-
zacjg u szczura rasy Wistar (Dentinger i wsp. 1982) oraz u prosigt Land-
race (Patterson i wsp. 1972). Z wyjatkiem myszy twicher, ktéra jest
analogiem leukodystrofii globoidalnej (Duchen i wsp. 1980), nie stanowig
one modeli okreslonych zespoléw kliniczno-patologicznych wystepujg-
cych u czlowieka.

Z punktu widzenia patologii, mutanty z hipomielinizacjg stanowig
modele procesé6w okreslonych przez Posera (1978) jako zaburzenia dys-
mielinizacyjne. Podloze patogenetyczne tego typu zaburzen i mechanizm
rozwoju sg zroznicowane zaréwno u czlowieka, jak i u zwierzgt. W tej
sytuacji mutanty stanowig bogaty material do badan nad patobiologia
mielinogenezy i kontrolg procesu mielinizacji w normalnym ukladzie
nerwowym.

ITATOJIOTNA MUEJIMHA V KPOJIUKA PT

Pe3ome

COnoCTaBICHO B ONTHYECKOM MHKPOCKONE KAPTHHY MHEIMHA B MO3Tax MOJHOCHMITOMHBIX
KpOJIMKOB Pt B Bo3zpacte oT 10 aueii 10 5 Mecsies u KPOJIAKOB pt B Bo3pacte 1—3 JeT ¢ KaHHmYec-
KAM yJIy4IIeHHEM [I0CIIe CHMIITOMATHYECKOTO NePHO/a ¢ GeCCAMITOMHBIME KPOJIHKAMH Pt | C HOP-
MaJIbHBIMH 3[0POBBIMH KDOJIAKAMH B TOM € CaMOM BO3pacTte.

B roNOBHBIX MO3rax CHMITOMATHYECKHX KPOJIMKOB pt B NMEpHOJE PAa3BHTHSA KOHCTATHPOBAHO
3aMeJIeHHe ¥ NPOJIIEHAE MPOLEcca MHETHHA3ALMA ¥ 60J1ee MEIICHHBIN IPUPOCT MUeIuHa, Gonee
OTMEYEHHbIH B (DHIOrEHETHYECKH MIANIIEX CTPYKTYpax LEHTPAIBLHOH HEPBHOM CHCTEMBI, C CO-
NYTCTBYIONIAM YPE3MEPHBIM M JIOJIbIIE YIEPKHBAIOIIMMCH MHEIMHA3ALMOHHBIM IiMo3oM. He
KOHCTATHPOBAHO y MYTAHTA CyAaHOGHIBLHBIX ¥ METAXPOMATHYECKHX NPOIYKTOB pacnana MHEJIHHA,
3aTo B peakmusx ¢ ¢ocho- m rmoxomunmaaMu Habmronanach B NEPHONE MHENMHH3AIMH Gojee
WHTEHCHBHAS. M JNOJbINE YAEPXKHBAIOIIANACA OKpacka cybcraTa, KOTOpas MOXET yKa3blBATb Ha
HEJOCTATOYHOE MCIOJIb30BAHKE JIMITAAHLIX TPEKYPCOPOB IS CHHTE3a MHENHHA. Y B3POCIBIX KPO-
JIAKOB Pt C KJIHHHYECKHM YJIy4IIEHHEM H3MEHEHHs B KAPTHHE MHE/IMHA 3aKJI0YaJACh B HE3HAYM-
TEJILHOM COKpAICHHH GeJIoro BEIIeCTBA, YMEHBIIECHAH TYCTOTHI MHEJIMHOBBIX BOJIOKOH M B GoJiee
cnaboif OKpammBaeMOCTH O000JIOYEK.
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Juddepenuuanus HHTEHCHBHOCTH PACCTPOKCTB B KAPTHHE MHEJIMHA Y KPOJIMKOB pt B OCTPOM
¥ XPOHHYECKOM IepHozie GONe3HH MOACKA3biBAET WX HENOCPEACTBEHHYIO CBA3b C (EeHOTHIHYHOMK
KJIMHAYECKOMH 3KCrpeccHedl MyTaumu. TsDKeNoe HPOrpeccHpyrollee KJIMHHYECKOe TEYEHHE DPAa3BH-
' BaeTrcs BepOSTHO Ha (oue cambix GosbIIMX paccTpoiicTs npH obpa3oBanuu obosoYex. DTH pac-
CTPOICTBA MEHEe MHTEHCHBHBI MJIM NOABEPrarOTCs KOMIIEHCAHA B CIIyYasiX C KJIMHUYECKMM YIIy4Y-
LLIEHHEM.

C naToJIOTHYECKOH TOYKH 3PEHMs] KPOJIMK Pt SIBJISETCA MYTAHTOM, Y KOTOPOTO IUCMHEIHHE-
3ALMOHHBIA TIPOLIECC MPOTEKAET MHAYE, YEM Y WM3BECTHBIX [0 HACTOANIETO0 BPEMEHH MYTAHTOB
C THIOMMENTMHH3ALINEH, H HE SBJISETCS OH HKCIEPUMEHTALHON MOJENbIO HH OJIHOTO M3 Omnpeje-
JIeHHBIX OOJIE3HEHHBIX CHHAPOMOB 'Y YeJIOBEKa.

PATHOLOGY OF MYELIN IN PT RABBIT

Summary

Light microscopic evaluation of myelin in symptomatic pt rabbits aged from
10 days up to 5 months and in adult, 1—3 year old pt rabbits with clinical impro~
vement, was performed in comparison with that of their unaffected litter mates
and normal rabbits in the appropriate age.

In the developing pt rabbits delayed and prolonged myelination was found
in all brain structures, being more pronounced in the phylogenetically younger
areas. The abnormalities in myelin picture were accompanied by increased and
prolonged myelination gliosis. Sudanophilic and metachromatic breakdown pro-
ducts were not a feature. Histochemical reactions for phospho- and glycolipids
revealed diffuse staining of the background which was more intense and persisted
longer in pt rabbits than in normal animals. This phenomenon may indicate an
insufficient utilization of lipid precursors in the synthesis of myelin membranes.

Myelin in adult pt rabbits with clinical recovery exhibited only non remarka-
ble white matter reduction, slightly decreased myelin staining and less compacted
fibers arrangement. The various intensity of myelin abnormalities in animals
with an acute and chronic course of the disease suggests the direct connection
of the disturbed myelin development with phenotypic expression of the mutation.
Severe progressive course of the disease leading to animals’ death develops probab-
ly on the ground of the most pronounced abnormalities in myelin development.
These abnormalities are less marked and at least partially reversible in cases
with clinical improvement.

From pathological point of view pt rabbit is a mutant in which the dysmy-
elinating process seems to be different than in other mutants with affected my-
elination and does not imitate any of the defined clinico-pathological entity in
human pathology.
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LECH IWANOWSKI

MYELIN IN THE SENILE RAT BRAIN

Preliminary report

Laboratory of Developmental Neuropathology, Medical Research Centre, Polish
Academy of Sciences, Warszawa

The aim of this study was observation of the fine structure of myelin
sheath in the brains of old animals whose vessels showed senile changes
(Iwanowski, Ostenda 1974).

MATERIAL AND METHODS

Eight Wistar rats of age from 26 to 36 months were examined. The
control group consisted of 4 mature rats aged below 1 year. Myelin
sheath was examined in the samples, where senile changes of terminal
vascular net in routine light and electron microscopy examination have
been found. The rats were perfused with 4% glutaraldehyde in pH 7.2
cacodylate buffer and decapitated. Brain tissue samples were taken
from the areas of fronto-parietal cortex, hippocampus, lateral ventricle
wall, corpus callosum, and griseum pontis. The samples for ultrastruc-
tural studies were handled routinely. The observations were performed
under JEM 7A or Tesla 500 BS microscope.

RESULTS

Light microscopy showed perivascular pallor in specimens stained
for myelin. This phenomenon was caused by removal of nerve fibers by
perivascular fibrous gliosis. Early electron microscopic changes of my-
elin sheath consist in disintegration of the intraperiod line followed by
formation of loops, vesicles (Fig. 1), and irregular multivesicular struc-
tures (Fig. 2). Some of vesicles were transparent, other filled with
a granular electron dense substance. Occasionally the inner lamellae of
myelin sheath protruded into the lumen, and in consequence spheroid
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Fig. 1. Vesicles (p) formed in the myelin sheath are protruding towards axolem-
ma (Ax). X 18000

Ryc. 1. Rozwarstwiona ostonka tworzy pecherzyki (p) wpuklajace si¢ do aksolem-
my (Ax). Pow. 18000 X

Bl i
TS A et ¥ 8
Fig. 2. Vesicles transformed into irregular multivesicular structure. X 24000
Ryc. 2. Pecherzyki przeksztalcily sie¢ w nieregularny twoér wielopecherzykowy,
Pow. 24000 X
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Fig. 3. Spheroid formation in protruded myelin sheath (S); axon (Ax). X 44000
Ryc. 3. Tworzenie sie sferoidu w uwypuklonej ostonce mielinowej (S); wiokno
osiowe (Ax). Pow. 44000 X

formations have been noted (Fig. 3). The changes in myelin sheaths were
often accompanied by Wallerian degeneration of axons and vacuolar
changes of oligodendrocytes. Lipid accumulation in the neuropil was
often observed. Some pericytes showed phagocytic activity.

DISCUSSION

Degenerative changes of the myelin sheath both concomitant with
an axon lesion and without a marked damage of the axon, were often
observed in the brains of old rats. Some oligodendroglial changes are,
according to Cook and Wisniewski (1973), secondary and mainly phago-
cytic in relation to the primary axon lesion. The kinetics of myelin
degeneration as observed in this study seems to be identical regardless
of the primary location of the process, which seems to be gradual and
slow. Easy splitting of the intraperiod line was raised by Hirano (1982),
who evaluated the intraperiod line as a potential extracellular space.
The myelin sheath degeneration of the above described type is known to
occur in the brains of young animals, including newborn kittens (Ber-
thold, Skolund 1968).

The incidence of Wallerian degeneration subsequently triggering
transsynaptic changes (Wisniewski et al. 1972) could be caused by vas-
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cular changes in old brain (Wisniewski, Terry 1973). As demonstrated in
earlier studies (Iwanowski, Ostenda 1974) perivascular gliosis observed
in light microscopic examinations is indicative of an increased perme-
ability of vessel walls due to degenerative change. It may be hypothe-
sized that vascular changes are the first factor causing axon damage
and subsequent myelin degeneration. The etiology of the spheroid for-
mation is still unknown. The spheroids were found in corpus callosum,
but brain stem and spinal cord were not examined in this study. The
author observed no formation of spheroids in other old animals examin-
ed, like dogs, cats and rabbits (Iwanowski 1980). All described changes
of myelin observed in the brain of senile rats are nonspecific.

OBRAZ MIELINY MOZGOWEJ STARYCH SZCZUROW
Doniesienie wstepne

Streszczenie

W pracy oceniono ultrastrukture zmian w ostonce mielinowej u 8 szczuréw
rasy Wistar w wieku od 2 lat i 2 miesiecy do 3 lat. U zwierzat tych stwierdzeno
zmiany zwyrodnieniowe $cian naczyn prowadzace do zwiekszenia ich przepuszczal-
nosci. Zmiany te przebiegaly w stalej kolejnosci, zaczynajac sie od rozwarstwie-
nia linii $rédokresowej i prowadzac do powstawania pecherzykéw, a nastepnie
nieregularnych tworéw wielopecherzykowych. Zmianom w ostonce czesto towarzy-
szylo uszkodzenie aksonu i zmiany w oligodendrocytach. Obserwowano takze two-
rzenie sie sferoidow w zwyrodnialej oslonce.

Autor sugeruje, ze uszkodzenie mieliny u zwierzat starych jest nieswoiste
i wystepuje w nastepstwie zmian naczyniowych, ktére powodujg zmiany osiowe
we wléknach nerwowych z wtérng demielinizacjg.

KAPTUHA TI'OJIOBHOMO3I'OBOI'O MUEJIMHA CTAPBLIX KPBIC
ITpenBapurtensHoe coobiieHne

Pe3ome

C neneio npocnexeHusi yabTPACTPYKTYPhl H3MEHEHUN B MHEJIMHOBON 000JI04KE TOJIOBHOIO
MO3ra CTaphbiX )KHBOTHBIX 00cienoBano 8 kphiC pacel BucTap B Bo3pacTe OT 2 JIET M 2 MECALEB 10
3 ner. ¥V Tex ke CaMBIX XHBOTHBIX KOHCTATHPOBAHO JETEHEPATHBHbIE H3MEHEHUs CTEHOK COCYIOB
BEJlylLlHE K YBETHYCHHIO UX NPOHUIAaeMOCTH. MI3MeHeHus NpOTeKa i B NIOCTOSHHOM OYEepeaHOCTH,
Ha4YMHAasg OT pacCCIOCHUs HHTPANEPHOAWYHOM JIMHUM, NPHBOAS K BO3HUKHOBEHHIO ITy3bIPbKOB,
a 3aTeM HEperyJsIpHBIX MHOTOIY3BIPEKOBBIX OOpa3zoBanmii. Mi3mMenenusM B 060J04Ke 4¥acTo cO-
NyTCTBOBAJIO NOBPEXKICHHE AKCOHA M M3MEHEHHS B OJIMIOeHApouMTax. ABTOp Habmoman Takxe
obpa3oBanue cdheponioB B CiyluBaouieiicss 0607109ke. ABTOP HABOAKT HA MbIC/Ib, YTO NOBPEXK-
JIEHHE MHEIMHA Y CTapbIX XHBOTHBIX HECEUM(GHUYHO M BHICTYNAET BCIIEACTBHE COCYIMCTBIX M3Me-
HEHHM, KOTOphIE BHI3BIBAIOT M3MEHEHHSI AKCHAJIbHO B HEPBHBIX BOJIOKHAX C BTOPMYHOM HEMHEIH-
HH3aLMEeH.
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Osloniak zlosliwy (schwannoma malignum) jest guzem rzadko wy-
stepujacym. Potwierdzajg to doniesienia cotyczgce w wigkszosci poje-
dynczych przypadkéw (Ashley, Wilson 1970; Krawczykowa i wsp. 1970;
Grabski 1973; Alvira i wsp. 1976) i tylko nieliczne opracowania oparte sg
na wiekszych zbiorach nowotworow. Najliczniejsze zbiory opracowali
Ghosh i wsp. (1973) — 115 przypadkow, D’Agostino i wsp. (1963a) — 24
przypadki, White (1971) — 15 przypadkéw. Erlandson i Woodruff
(1982) — 10 przypadkéw, Ingels i wsp. (1971) opracowali lgcznie 94 przy-
padki opisane uprzednio w piSmiennictwie, dodajgc do nich 2 wiasne. Ze-
stawienie Trojanowskiego i wsp. (1980), w ktéorym nie ma ani jednego
przypadku nowotworu w wieku dzieciecym, przemawia za bardzo rzad-
kim wystepowaniem ostoniakéw zlosliwych réwniez u dzieci.

Rzadkie wystepowanie tych guzoéw, trudnosci w ustaleniu kryteriow
oceny ich zlosliwosci i trwajgce nadal rozwazania na temat ich pocho-
dzenia tkankowego (np. Sobel i wsp. 1973) sugerujg, ze schwannoma
malignum i myoblastoma granulocellulare pochodza z niezréznicowa-
nych komorek fibroblastopodobnych i uzasadniaja opis tych nowotwo-
row w oparciu o obserwowane przypadki wiasne.

MATERIAL I METODY

Zbiér nasz obejmuje 5 przypadkow, dotyczacych chorych w wieku
od 2 miesiecy do 7 lat. Dwoje dzieci bylo plci meskiej, a 3 — plci zen-
skiej. Szczeg6lng uwage chcieliby$Smy zwroéci¢é na przypadki 11 2, w kté-
rych guzy byly zlokalizowane w oczodole (przypadek 1) lub w galce
ocznej (przypadek 2). Pozostale trzy guzy byly umiejscowione nastepu-

Y

* CzesS¢ pracy zostala przedstawiona na posiedzeniu Stowarzyszenia Neuropa-
tologow Polskich w kwietniu 1982 r.

5 — Neuropatologia Polska 2/84
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Tabela 1. Podstawowe dane kliniczne i cechy makroskopowe guza
Table 1. Basic clinical data and macroscopic features of the tumors

Przypadek i
nr badania histo-

Makroskopowy zwiazek z nerwem

patologicznego Wiek Ple¢ Umiejscowienie guza Cechy makroskopowe guza 5 i
Case and No of Age Sex Localization of the tumor Macroscopic features of the tumor Macroscopl.c relation of the tumor
histopathological with the nerve
examination
2 m-ce pozagalkowo, w prawym oczodole guz o gladkiej powierzchni, do$¢ twardy, niepewny
wypelnial znaczna cze$¢ oczodotu
1 2months M  behind the eyeball in the right orbit the tumor had a smooth surface, was uncertain
A.P. 777749 fairly hard, and occupied the most of
the orbit
2 lata Z  wewnatrzgatkowy, wypelnial cze$¢ ko- guz dobrze odgraniczony, dos¢ twardy, dobrze widoczny zwiazek z ner-
mory ciatka szklistego w poblizu tarczy o kilkumilimetrowej $rednicy wem wzrokowym
2 nerwu wzrokowego (ryc. 1)

A.P. 772 462 2 years F

inside the eyeball, invaded the Fosterior the tumor was very well delineated from very well visible connection with
part of the vitreous body at the t]an[{)r Clthe. @f@uﬁﬂings, of hard consistency, the optic nerve
of the optic disc (Fig. 1) few milimeters of diameter

93¢

‘dsm 1 ypowepy ‘A



S

LP. 19504
19 754
21370

4
19 806
21021
21030

3. P,

5
LP. 22682

2,5 roku

2,5 year

7 lat

7 years

7 lat

7 years

guz lewego uda, nerwu kulszowego
i lewego posladka

on the left thigh, ischiadic nerve and
on the left buttock

dystalna cze$¢ podudzia lewego na po-
ziomie nasad dolnych, czesciowo za-
chodzita na staw skokowy (ryc. 2)

in the distal part of the sh-nk partially
invading the calcaneal region (Fig. 2)

$rodpiersie tylne po stronie lewej

posterior mediastinum on the left side

guz nie wykazujacy wyraznej granicy
w stosunku do otoczenia, o charakterze
rozlanego nacieku, w okolicy biodrowej
lewej

the tumor did not show good delineation
from the surroundings, infiltrated dif-
fusely the left iliac region

guz bez wyraznej granicy, naciekat ota-
czajagce tkanki. Na przekrojach wi-
doczne byly ogniska martwicy

the tumor did not show delineation from
the surroundings. On transverse sec-
tions necroses were present

guz dobrze odgraniczony, posiadajacy
pseudotorebke, bialo-szary, widknisty,
twardy, ogniskowo martwiczy

the tumor was well defined by a pseudo-
capsule. On section white-greyish hard,
fibrotic, focally necrotic

dolny biegun guza na udzie byl
SciSle zwigzany z nerwem Kkul-
szowym

the lower pole of the tumor was
close connected with the ischia-
dic nerve

zwiazek z nerwem trudny do
ustalenia w czasie zabiegu ope-
racyjnego

the connection of the tumor with
the nerve difficult to ascertain
during surgery

zwiazek z nerwem niepewny, ale
szypula guza wychodzila z IIT
przestrzeni migdzyzebrowej

the connection with the nerve
uncertain, but the footstalk grew
out from the III intercostal space

http://rcin.org.pl

AMI[§OFZ IYBIUOESO

L33



228 D. Adamek i wsp.

jaco: dwa na konczynach dolnych, jeden w Srédpiersiu tylnym w lagcz-
nosci z nerwem miedzyzebrowym. Podstawowe dane Kkliniczne i cechy
makroskopowe guzow w poszczegélnych przypadkach przedstawiono
w tabeli 1.

Material pobrany w czasie zabiegow operacyjnych utrwalano w for-
malinie i w sposéb rutynowy zatapiano w parafinie. Z materialu tego
sporzadzano standardowe preparaty, ktére barwiono H—E i Tri-chro-
mem wedlug Massona; wybrane skrawki barwiono wedlug metody Kli-
vera—Barrery i impregnowano wedlug metody Perdrau’a. Obserwacje
przeprowadzano w mikroskopie swietlnym. Material pochodzacy z przy-
padku 3 i 5 badano réwniez przy pomocy mikroskopu elektronowego.
Badania te wykonano w Samodzielnej Pracowni Mikroskopii Elektrono-
wej Instytutu Pediatrii AM w Krakowie (kierownik doc. dr hab.
F. Kaczmarski). Wycinki przeznaczone do badania w ME utrwalano
w 3,5%0 aldehydzie glutarowym w buforze kakodylowym przez 2 godz.

Ryc. 1. Przypadek 2. Przekroj przez galke oczng. W przediuzeniu nerwu wzroko-
wego guz wpuklajgcy sie do cialka szklistego. Pow. 25 X

Fig. 1. Case 2. Transverse section through the eyeball. Along the axis of the optic

nerve a tumor outgrowing from the optic nerve into the vitreous body. X 25

Ryc. 2. Przypadek 4. Guz podudzia. Szczypcami trzymany jest nerw strzalkowy.
Widoczny makroskopowy stosunek guza do nerwu

Fig. 2. Case 4. Tumor of the shin. The peroneal nerve is kept with the forceps.
The relation of the tumor with the nerve is macroscopically illustrated
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oraz w 1% czterotlenku osmu przez 2 godz. i odwadniano w alkoholach
o wzrastajacych stezeniach. Zatapiano je nastepnie w Eponie 812, kro-
jono na ultramikrotomie Porter-Blooma i ogladano w mikroskopie elek-
tronowym Philipsa EM 300.

OPIS PRZYPADKOW

Przypadek 1

Chory P.K. 2 miesigce, przyjety do Kliniki Laryngologigznej
AM w Krakowie. Badaniem przedmiotowym stwierdzono: wytrzeszcz
prawej galki ocznej, galka oczna nieruchoma, Zrenica szeroka, bez

reakecji na Swiatlo, z obrzekiem spojowki gatkowej gornej i dolnej.

WA o N 3! f

.'3“: lm’ AR G e I : $EE Sy 5 8

Ryc. 3. Przypadek 1. Utkanie guza z tendencja do tworzenia rozet. Komoérki po-
dobne do komoérek zwojowych z cechami atypii. H—E. Pow. 200 X

Fig. 3. Case 1. Tumor tissue showing the tendency to rosette formation. The cells
| with an appearance of ganglion-cell with marked atypia. H—E. X 200

Ryc. 4. Przypadek 1. Peczki wlékien srebrochlonnych o réwnoleglym przebiegu od-
dzielajg czesci nowotworu, ktére podobne sa do nerwu obwodowego z cechami
przerostu. Impregnacja metodag Perdrau’a. Pow. 200 X
Fig. 4. Case 1. Parallelly arranged bundles of reticulin fibers separate fragments
of the neoplasm, showing the appearance of hypertrophied peripheral nerve. Im-
pregnation after Perdrau. X 200
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Z wywiadu wiadomo, iz wytrzeszcz wystgpowal od urodzenia dziecka.
Rozwdj dziecka byl poza tym prawidlowy. Obraz rtg przemawial za gu-
zem wewnagtrzoczodolowym. W czasie zabiegu operacyjnego znaleziono
guz o powierzchni gladkiej, do$¢ twardy, zajmujacy znaczng cze$¢ oczo-
dolu i za pomocg szypuly lgczacy sie poprzez foramen opticum i fissura
orbitalis superior z czescig guza znajdujgcg sie w jamie czaszki. Usunigto
w caloSci oczodotowy cze$¢ guza wraz z szypulg. Histologicznie stwier-
dzono bogatokomérkowe utkanie guza ze znacznym pleomorfizmem ja-
der, licznymi ukladami przeplatajacych sie peczkow komérek, ktore
niekiedy przypominaly przeciete peczki nerwowe. W utkaniu guza znaj-
dowaly sie rowniez struktury neuroepitelialne (ryc. 3). Mitozy wystepo-
waly ze $rednig czestoscig 1/HPV. Metody impregnacyjne ujawnily dosé
gesty, niecharakterystyczng sie¢ widkien srebrochlonnych (ryc. 4).

Przypadek 2

Chora KK, 2 lata, operowana byla w Klinice Okulistycznej AM
w Krakowie, gdzie wykonano enukleacje galki ocznej z powodu we-
wnatrzgalkowego nowotworu. Klinicznie podejrzewano guz o typie
retinoblastoma. W drobnym, kilkumilimetrowej S$rednicy, dos¢ twar-
dym guzku  lgczacym sie z nerwem wzrokowym i siatkowks, stwier-
dzono monotonne utkanie bogatokomoérkowego nowotworu o niezbyt du-
zym pleomorfizmie jgder i cial komérkowych, o jadrach okrgglych z po-
jedynczymi figurami mitotycznymi (ryc. 5) i jasnej, skapej cytoplazmie.
Impregnacja srebrowa utkania byta ujemna.

Przypadek 3

Chory S.S., 2,5 roku. Poczatkowo leczony w szpitalu rejonowym,
gdzie w caloSci usunieto guz posladka lewego rozpoznany histo-
logicznie jako meoplasma malignum nonepitheliale. Dalsze leczenie
prowadzono w Klinice Chirurgii Dzieciecej Instytutu Pediatrii AM
w Krakowie. Zastosowano napromienianie rtg (4 500 r) i chemioterapie
(winkrystyna, aktynomycyna D, cyklofosfamid). W trakcie leczenia, po
1,5 roku od pierwszego zabiegu, wystgpita wznowa nowotworu w postaci
guza grzbietowej powierzchni uda, w polowie jego dlugosci oraz guzo-
watego, wrzecionowatego powiekszenia nerwu kulszowego. Wykonano
powtorny zabieg operacyjny (discissio perineuri) i pobrano wycinek do
badania histopatologicznego. Po ponownym zastosowaniu napromienia-
nia i chemioterapii nastgpila regresja guza. W 28 miesigcu stwierdzono
wznowe nowotworu na udzie. W zwigzku z tym wykonano amputacje
konczyny na wysokosci uda. W okresie pooperacyjnym wykryto wznowe
guza na posladku. W 38 miesigcu leczenia stwierdzono wieloogniskowe
przerzuty do pluc. Zastosowana terapia z uzyciem Cis-platin i VM-26
nie przyniosta wynikéw.

Histologiczny obraz nowotworu (material pobrany ze wznowy) byt
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=

Ryc. 5. Przypadek 2. Styk nowotworu z siatkéwka. Komoérki nowotworu otaczaja
gniazdo komoérek zawierajacych melaning. H—E. Pow. 200 X

Fig. 5. Case 2. Contact of the tumor with the retina. The tumor cells surround an
island of cells containing melanin. H—E. X 200

Ryc. 6. Przypadek 3. Utkanie nowotworu z tworzeniem struktur rozetowych. H—E.
Pow. 200 X

Fig. 6. Case 3. Tumor tissue with rosette-like structures. H—E. X200

nastepujacy: nowotwér bogatokomoérkowy, znacznego stopnia pleomor-
fizm i atypia jader i cial komérkowych, liczne figury mitotyczne (sred-
nio 2—3/1 HPV). Czesto stwierdzano obrazy przeplatajagcych sie lawic
komérek. Niekiedy spotykano uklady podobne do palisad. W niektérych
miejscach nowotwor tworzyl mniej lub bardziej regularne uklady roze-
towe. Rozety mialy homogenne, eozynochlonne centrum lub tworzyly
rodzaj promienistej struktury z centralnym pierScieniem wewnatrz
(ryc. 6). W utkaniu nowotworu wystepowaly ponadto struktury przypo-
minajgce peczki nerwowe. Wchodzily one w sklad pseudotorebek oplata-
jacych gniazda nacieku nowotworowego, ktéory w wielu miejscach wni-
kal w nie i rozrastal sie wsréd nich. W nowotworze spotykano pola
martwicy i drobne nacieki limfocytow. Metodg impregnacyjng wykazano
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dos¢ liczne wlokna srebrochlonne, w wiekszosci oplatajgce gniazda ko-
moérek nowotworowych, a niekiedy ukladajace sie w rownolegle pasma
posrod komoérek nowotworu. W badaniu ME stwierdzono, iz guz zlozony
byl z komoérek o duzych, jasnych jadrach z drobnoziarnista, rozproszong
chromatyng i waskim rgbkiem cytoplazmy, w ktérej znajdowaly sie
wlékna zblizone do gliofilamentow (ryc. 7). W niektérych komérkach,
oprocz wyzej opisanych cech, stwierdzano liczne polirybosomy, pojedyn-
cze mitochondria i niecigglg blone podstawng (ryc. 8).

Przypadek 4

Chora B.B., 7 lat, leczona w Klinice Chirurgii Dziecigcej Insty-
tutu Pediatrii AM w Krakowie, gdzie poczatkowo rozpoznano guz
dystalnej czesci podudzia lewego umiejscowiony w okolicy $ciegna Achil-
lesa. Guz mial $rednice 5 cm. W wywiadzie ustalono, Ze pogrubienie
obryséw dystalnej czesci podudzia pojawilo sie przed kilkoma miesig-
cami. Operacyjnie stwierdzono rozpadajgcy sie guz. W pobranym do ba-
dania histologicznego. wycinku rozpoznano: neoplasma malignum none-
pitheliale. Wobec braku zgody rodzicow na zaproponowang amputacje,
rozpoczeto leczenie promieniami rtg i chemioterapie (winkrystyna, cyk-
lofosfamid, aktynomycyna D) kontynuowang przez 2 lata. Uzyskano re-
misje, jednak po 32 miesigcach od rozpoczecia leczenia stwierdzono miej-
scowg wznowe nowotworu. Ponownie zastosowano leczenie promieniami
jonizujagcymi (Co 2400 r i MeV 1500 r) i chemioterapie, uzyskujac re-

Ryc. 7. Przypadek 3. Komoérka o jasnym jadrze i waskim rabku cytoplazmy z licz-
nymi delikatnymi wlokienkami gliofibrylopodobnymi. Pow. 14 000 X

Fig. 7. Case 3. Cell with clear nucleus and a narrow rim of cytoplasm with nume-
rous gliofilament-like structures. X 14 000
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Ryc. 8. Przypadek 3. Komoérki o jasnych jadrach z rozproszong chromatyng i wy-

raznymi jaderkami. W cytoplazmie widoczne sa liczne polirybosomy oraz pojedyn-

cze mitochondria i zbiorniki szorstkiej siateczki s$rodplazmatycznej. Komorki oto-
czone sg niecigglg blong podstawng. Pow. 14 000 X

Fig. 8. Case 3. Cells with clear nuclei containing fine dispersed chromatin and

distinct nucleoli. In the cytoplasm numerous polyribosomes and a few mitochon-

dria and cysterns of the rough endoplasmic reticulum are visible. The cells show
basal membrane discontinuity. X 14 000

misje. W 45 miesigcu od rozpoczecia leczenia przerwano chemioterapie
z powodu wirusowego zapalenia watroby (typ B). W 55 miesigcu lecze-
nia ponownie stwierdzono wznowe guza, potwierdzong histologicznie
w materiale pobranym droga punkcji cienkoiglowej. Wykonano ampu-
tacje podudzia na wysokosci 1/3 proksymalnej. Po 63 miesigcach od
rozpoczecia leczenia stwierdzono przerzuty do pluc i kosci udowej lewej.
Zastosowano napromienianie pluc i lewego uda oraz wznowiono chemio-
terapie (Cis-platin, VM-26, CCNU).

Badaniem histologicznym guza stwierdzono: utkanie bogatokomoér-
kowe, znaczny polimorfizm jader komérkowych. W nacieku nowotworo-
wym dominowaly uklady przeplatajgcych sie peczkéw wrzecionowatych
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Ryc. 9. Przypadek 4. Rozrost nowotworu wzdluz przebiegu wiékien nerwowych
o typie wzrostu miedzypeczkowego. H—E. Pow. 200 X

Fig. 9. Case 4. The infiltrative growth of the tumor along the nerve fibers in
a form of interfascicular invasion. H—E. X 200

Rye. 10. Przypadek 4. Lawicowy uklad komérek umiarkowanie izomorficznych z ten-
dencja do tworzenia wiré6w, zacierany jest przez zaznaczajacy sie polimorfizm ko-
morek i jader z pojawianiem sie¢ figur podzialowych. H—E. Pow. 200 X

Fig. 10. Case 4. The bank-like appearance of the relatively isomorphic cells with
tendency to whorls formation is obliterated by the enhanced polymorphism of
the cells and nuclei with mitotic figures. H—E. X 200

komoérek. Utkanie przybierato niekiedy cechy bardzo upodabniajace je
do obrazéw typowych dla lagodnego ostoniaka (ryc. 10), jednak wszedzie
widoczne byly histologiczne cechy zlosliwosci nowotworu, m.in. figury
mitotyczne spotykane S§rednio z czestosciag 1—2 HPV. Wystepowal row-
niez naciekowy rozrost nowotworu wzdluz peczkéw nerwowych (ryc.
9). W wielu miejscach zwracala uwage wzmozona eozynofilia komoérek
nowotworowych. Impregnacja srebrowa byla ujemna. Spotykano obszary
martwicy.
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Przypadek 5

Chora M.A., 7 lat. Dwa tygodnie przed przyjeciem do Instytutu
Pediatrii matka zauwazyla opadanie powieki goérnej lewej. Dwa mie-
sigce przed przyjeciem do Instytutu dziecko chorowalo na $winke
i od tego czasu bylo senne i ostabione. W Klinice Chirurgii Dzieciecej
Instytutu Pediatrii AM w Krakowie stwierdzono powigkszenie obwodu
glowy, zespol Hornera po stronie lewej, na skérze liczne plamiste prze-
barwienia koloru mlecznej kawy o $rednicy do 3 cm oraz uwypuklenie
lewej okolicy nadobojczykowej. Badania radiologiczne wykazaly guz $rod-
piersia tylnego o srednicy okolo 6 cm, uciskajacy od gory lewe pluco.
Kregi, otwory miedzykregowe craz zebra nie wykazywaly zmian. Zdje-
cia rtg czaszki wykazaly wodoglowie wewnetrzne. U chorej wykonano
lewostronng torakotomie i w calo$ci wyluszczono guz lezgcy pod oplucng
Scienna, szypulg zwigzany z III przestrzenig miedzyzebrowg. Guz miat
ksztalt gruszkowaty. Jego wymiary wynosily 8 X 5 X 4 cm. Byl twar-
du, wloknisty, barwy bialoszarej. Powierzchnia zewnetrzna guza byla
gltadka. Na przekrojach widoczne byly liczne ogniska martwiczo-krwo-
toczne. Przebieg pooperacyjny bez powiktan. Po zabiegu podjeto chemio-
terapie (aktynomycyna D, winkrystyna, cyklofosfamid).

Badanie histologiczne guza: nowotwor bogatokomorkowy, komorki

e RV Wk L e T I
Ryc. 11. Przypadek 5. Przekr6j przez wypustki cytoplazmatyczne komoérek nowo-
tworu. Pomiedzy wypustkami polgczenia desmosomopodobne. Pow. 12870 X

Fig. 11. Case 5. Section through the cytoplasmic processes of neoplastic cells. Bet-
ween the cell processes desmosome-like junctions are visible. < 12 870
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Ryc. 12. Przypadek 5. Fragment komoérki nowotworu z przekrojami podiuznymi
wypustek cytoplazmatycznych. Pomiedzy wypustkg a komoérka polgczenie desmo-
somopodobne. Pow. 32 000 X

Fig. 12. Case 5. Fragment of the neoplastic cell with longitudinal transection of
the cell processes. Between the cell and the processes desmosome-like junctions
are present. X 32000
najczesciej wydiuzone, znaczny polimorfizm jader, bardzo liczne mitozy
8—9/HPV. W utkaniu nowotworu dominowaly przeplatajgce sie lawice
lub peczki komorek. Miejscami architekionika guza wyraznie przypo-
minata utkanie lagodnego ostoniaka. Przewazalo jednak bezladne roz-
mieszczenie komorek, wzrost ich barwliwosei i atypia jader. Czesto
spostrzegano zmiany martwicze i krwotoczne oraz nacieki komérek lim-
focytoidalnych. Badanie histopatologiczne wykazalo, ze punktem wyj-
$cia nowotworu byl zwdj miedzykregowy, o czym wnioskowano na pod-
stawie wykazania wspoOlnej otoczki (torebki?) lacznotkankowe]j dla zwoju
i nowotworu. W nacieku nowotworowym znajdowala sie takze struktura
mogaca przypominaé przero$niety, zwyrodaialy nerw — zmiane czesto
wykrywang w neurofibroma plexiforme. Moze to przemawia¢ za zezlo$-
liwieniem poprzednio istniejgcego nerwiako-wlokniaka splotowatego.
W badaniu mikroskopowo-elektronowym stwierdzono obecno$¢ licznych
komoérek o pofaldowanej powierzchni z licznymi wypustkami, pomiedzy
ktérymi znajdowaly sie styki desmosomopodobne (ryc. 11). Tego samego
rodzaju styki obserwowano miedzy komdirkami nowotworu a wypust-

kami sgsiednich komoérek (ryc. 12).
Rodzaj leczenia oraz istotniejsze elementy przebiegu klinicznego
wszystkich 5 przypadkéw przedstawiono zbiorczo w tabeli 2.
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Table 2. Type of therapy and clinical course of the disease after therapy

Czas jaki uplynat od operacji do wystgpienia

Przypadek Rodzaj leczenia WZNowy Przerzuty odlegle Przezycie
2 Type of therapy Time which elapsed from surgery to recurrence Metastases Survival
Case no. of the neoplasm
chirurgiczne, z czeSciowym usunigciem guza; w odpowiedzi na ankiet¢ otrzymano od rodzicow brak 16 mies
chirurg niepewny czy cze$¢ guza nie pozostala chorego informacje, ze dziecko po 16 miesigcach
w jamie czaszki czuje si¢ dobrze, nie ma objawow wznowy
: surgery: partial removal of the tumor. The according to the follow up inquiry the parents not appeared 16 months
surgeon was not certain if a part of the tumor answered that the child is in very good condition
remained in the cranial cavity without symptoms of recurrency
chirurgiczne, usunigcie galki ocznej w 15 miesigcy od zabiegu operacyjnego nie obser- brak 15 mies
wuje si¢ objawoéw wznowy
2 surgery: The eyeball removal no symptoms of recurrency are observed after not appeared 15 months
surgery
chirurgiczne; usunigto guz i wznowe na udzie po 1,5 roku od zabiegu operacyjnego wznowa na po 3 latach od zabiegu Zgon po ponad
i w nerwie kulszowym; udzie i w nerwie kulszowym; po 32 miesigcach do phuc 3 latach
chemio- i rtg-terapia na posladku
3 surgery: The tumor on the thigh and ischiadic 1,5 year after surgery recurrence of tumor on the after 3 years from sur- Death after
nerve was removed. Chemo- and rtg therapy thigh and ischiadic nerve. After 32 month another gery to the lungs 3 years from
applied reccurrency on the buttock surgery
chirurgiczne, amputacja podudzia po 55 mie- po 32 i ponownie po 55 miesigcach objawy wznowy po 63 miesigcach prze- 6 lat
sigcach; poczatkowo pobrano wycinek i le- rzuty do pluc i kosci
czono promieniami jonizujgcymi i cytostaty- udowej lewej
kami
4 surgery : amputation of the left shank 55 months 32 month after the chemo- and rtg therapy recur- 63 month after surgery 6 years
after the onset of the disease. Initially only rence and the second one after 55 month to the lungs and the
small samples of tumor were taken for diag- left femoral bone
nostic purposes. Chemo- and rtg-therapy applied :
chirurgiczne, torakotomia i catkowite usunigcie nie stwierdza si¢ objawOw wznowy po 12 miesigcach brak 12 miesigcy
guza, chemioterapia od zabiegu operacyjnego
5 surgery: thoracothomy and total removal of no symptoms of recurrency till 12 months after not appeared 12 months

the tumor. Chemotherapy surgery
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OMOWIENIE

Morfologia nowotworéw, dla ktérych w naszej pracy przyjelismy
wsp6lng nazwe osloniaki zlosliwe — schwannoma malignum — ze wzgle-
du na istotny udzial komoérek Schwanna lub form od nich pochodnych
w utkaniu nowotworu oraz przypisywang im role w jego histogenezie,
jest bardzo bogata i réznorodna. Rozpoznanie utrudnia dodatkowo brak
szczegblnych cech wyrézniajacych schwannoma malignum w badaniu
mikroskopowym od innych nowotworéw np. neurofibrosarcoma. Zazwy-
czaj w opisach utkania osloniakow zlosliwych wymienia sie szczegdlne
uklady komoérek wrzecionowatych z ciemnymi okraglymi, owalnymi lub
pecherzykowymi jadrami, wystepujacych niekiedy w postaci wzajemnie
przeplatajacych sie peczkéw oraz zageszczenie i uklady stykowe komo-
rek z figurami podzialowymi, ktérych wskaznik waha si¢ w poszczegol-
nych opracowaniach od 1—2/HPV do 2—8/HPV. Zdaniem D’Agostino
i wsp. (1963a), pleomorfizm cial i jader komoérek nigdy nie osigga takie-
go stopnia, jak to ma miejsce w przypadkach zlo$liwych guzéw tkanek
miekkich z towarzyszgcg neurofibromatozg. Wiekszos¢ autorow (Karcioglu
i wsp. 1977; Guccion, Enzinger 1979; Gambarelli i wsp. 1982) uwaza, ze
omawiane guzy wykazuja cechy morfologiczne, swiadczace o ich bardzo
duzym zréznicowaniu histoformatywnym. Zroéznicowanie to czesto wply-
wa na interpretacje histogenezy nowotworéw, a niekiedy i na ich klasyfi-
kacje histologiczng. W nowotworach tych spostrzegano nierzadko ognis-
ka chrzestno- i kostnopodobne, o cechach zblizonych do osteo- lub rhab-
domyosarcoma. Na to ostatnie zjawisko zwrécili uwage Woodruff i wsp.
(1975) opisujac i podajgc kryteria tzw. malignant ,, Triton” tumors. Takze
Harkin i Reed (1969) zaliczyli niektére tego rodzaju przypadki do tzw.
,malignant mesenchymoma of nerve sheath origin”. Russel i Rubinstein
(1959), wyjasniajagc te zjawiska, zwracali uwage na poliblastyczny cha-
rakter komérek Schwanna. Dla wytlumaczenia tych zjawisk, zwanych
czasem ogniskami metaplazji lacznotkankowej, wysuwano réwniez kon-
cepcje ektomezenchymy Ilub mezektodermy, z ktérej to ,,posredniej”
struktury miatyby pochodzi¢ m.in. komoérki Schwanna, a takze komorki
opon modzgu i rdzenia. W hodowli nowotworu i w nowotworze in situ,
oprocz anaplastycznych komoérek Schwanna, stale wystepuja réwniez
komérki innego rodzaju, przede wszystkim fibroblasty, ktére moga byé
przyczyna ,metaplazji”’ lacznotkankowej. White (1971) uwaza to jednak
za zjawisko drugorzedne, rzadkie i nie majgce wplywu na biologiczne
cechy nowotworu. Z jednej strony osloniaki zlosliwe zawierajg utkanie,
wskazujace na ich powinowactwo do struktur mezenchymalnych, z dru-
giej natomiast wykazujg cechy morfologiczne, sugerujace ich pochodze-
nie z neuroektodermy. Do tych ostatnich zaliczyé¢ trzeba formacje neu-
roepitelialne. Gore (1952) obserwowal struktury nablonkowopodobne
w 5 przypadkach sposréd 8 opisanych pierwotnych zlosliwych guzéw
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nerwu. Trzy z nich przypominaly utkanie melanoma. White (1971)
stwierdzit uklady nablonkowopodobne w 4 z 15 przedstawionych przy-
padkéw. Jeden z nich mial cechy przypominajgce melanoma amelano-
ticum. Utkanie nablonkowopodobne moze dominowaé w nowotworze
(Alvira i wsp. 1976); zajmuje ono wowczas centrum guza, podczas gdy
jego obwodowa czes$¢ tworzg komorki coraz bardziej zréznicowane w kie-
runku dojrzalszych komorek Schwanna. Ghosh i wsp. (1973) twierdzg, ze
struktury nablonkowopodobne wystepuja w bardziej anaplastycznych
okolicach nowotworu. Harkin i Reed (1969) wyodrebniajg jako osobne
grupy nowotworéow tzw. malignant epitheloid schwannoma oraz malig-
nant melanocytic schwannoma, zawierajagcy komoérki nablonkowopodob-
ne z melaning. W przypadku 1 w serii Chena i wsp. (1980) wystepowaty
bardzo zréznicowane uklady mnablonkowate przypominajgce gruczotly.
W przypadku 2 z naszej serii, w brzeznej strefie guza, na granicy z siat-
kowkg stwierdzono réwniez obecnos¢ grupy komoérek z melaning. Wyda-
je sie przy tym, ze nie pochodzily one z barwnikowej blaszki nadnaczy-
niowkowej, ani nie nalezaly do nablonka barwnikowego siatkéwki,
a wiec najprawdopodobniej stanowily element utkania nowotworu. Byc¢
moze mamy w tym przypadku do czynienia z guzem z rodzaju melano-
cytic schwannoma.

W przypadkach 3 i 5 z naszego zbioru, ,,neuroepitelialne” utkanie sta-
nowilo drobny, cho¢ wyraznie odrebny fragment nowotworu i wymagato
roznicowania z neuroblastoma. Bardzo podobne neuroepitelialne struktu-
ry przedstawili Nesbitt i Vidone (1976) opisujgc wlasny przypadek guza
nerwu kulszowego u 6-letniego chlopca, rozpoznany jako neuroblastoma.
Wedlug wyzej wymienionych autoréw, niektére guzy nerwow obwodo-
wych wykazujg cechy niezréznicowanych nowotworéw neuroektodermal-
nych. Sadzimy, ze oba nasze przypadki (3 i 4) moglyby odpowiadaé
cytowanemu przez Nesbitta i Vidone (1976) przypadkowi Michela. Przy-
puszczaja oni, ze przypadek ten moze reprezentowaé raczej schwannoma
malignum z komponentami epitelialnymi niz ,czysty niezréznicowany
guz neuroektodermalny”. Zaznaczajg oni jednak, ze guzy ze strukturami
neuroepitelialnymi wystepujg rzadko. Wedlug naszej opinii stwierdzenie
rozetowych struktur neuroepitelialnych moze byé bardzo pomocne przy
rozpoznawaniu schwannoma malignum, szczegblnie w tych przypadkach,
gdy nie jest calkowicie pewne pochodzenie zlosliwego, wrzecionowato-
-komérkowego guza nerwu obwodowego, zwlaszcza przy braku wspél-
istnienia choroby Recklinghausena. Mimo to trudnosci diagnostyczne mo-
g3 byé bardzo duze. D’Agostino i wsp. (1963b) stwierdzili nawet, ze wo-
bec braku histologicznej swoistosci schwannoma malignum, jedyna ce-
chg roéznigcg go od fibrosarcoma jest lgczno$é z nerwem obwodowym.
Ten rygorystyczny warunek, jakkolwiek zlagodzony wprowadzeniem
alternatywnej mozliwosci wystepowania cech réznicowania sie nowotwo-
ru w kierunku komoérek Schwanna (przy braku wspélistnienia choroby
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Recklinghausena), podtrzymuja takze m.in. Harkin i Reed (1969). Réznico-
wanie w kierunku komoérek Schwanna moze by¢ jednak trudne do ustale-
nia. W szczegélno$ci bardzo trudne jest wykazanie podobienstwa obrazu
histopatologicznego ostoniaka zlosliwego do utkania spotykanego w lagod-
nych jego odmianach. Ingels i wsp. (1971) oparli kryteria réznicowe na
podobienstwie utkania guzéw zloSliwych do lagodnych, dotyczacym wy-
stepowania uktadow komoérkowych przypominajacych typ Antoni A i B.
Skrajnie odmienny poglad wyrazili D’Agostino i wsp. (1963a,b), Ghosh
i wsp. (1973) oraz Alvira i wsp. (1976), ktorzy utrzymuja, ze w oslonia-
kach zlo$liwych nie wystepuje w ogéle utkanie typu Antoni A lub B.
Jezeli sie zdarzy, ze cze$¢ guza wykazuje takie utkanie, to nawet przy
stwierdzeniu pewnej liczby mitoz, nowotwoér nalezy klasyfikowaé¢ jako
lagodny.

Trudnosci w ustaleniu cech zlosliwosci ostoniaka moga sie lgczyc
z wystepowaniem guzéw, w ktorych dominujgcg cechg jest znaczne za-
geszezenie komoérkowe. Dalo to podstawe do wyodrebnienia grupy nowo-
tworéw pod nazwg ,,cellular schwannoma” (Erlandson, Woodruff 1982).

Uwzgledniajac te niejasno rysujgcg sie granice miedzy tagodnymi
i zlodliwymi guzami oslonek nerwéw obwodowych, wielu autoréow, wsrod
nich Alvira i wsp. (1976) oraz Chen i wsp. (1980), uwazajg za konieczne
badanie tkanki nowotworowej w mikroskopie elektronowym. Ich zda-
niem tylko w ME mozna przeprowadzi¢ identyfikacje komoérek Schwan-
na, fibroblastéow i innych elementéw skladowych guza. Erlandson
i Woodruff (1982) przeprowadzili badania mikroskopowo-elektronowe
43 nowotwor6w, z ktérych 10 rozpoznali jako zlosliwe guzy oslonek ner-
wowych. Podobnie Trojanowski i wsp. (1980) pochodzenie zlosliwych gu-
z6w oslonki nerwu ustalali wylgcznie na podstawie badania w mikro-
skopie elektronowym. Sposréd cech morfologicznych uwidoczniajacych
sie w ME, a $wiadczacych o zlosliwosci nowotworu, Vuia (1972), Alvira
i wsp. (1976) oraz Conley i wsp. (1976) zwracajag uwage na stopien wy-
ksztalcenia blony podstawnej i ma ilo$¢ oraz charakter Scistych zlgczy
miedzykomoérkowych. Tymi cechami kierowali sie réwniez Ursell i wsp.
(1982) przy ustaleniu rozpoznania zlosliwego osloniaka we wznowie guza
prawej komory serca u 21-letniej kobiety z objawami choroby Reckling-
hausena. Przedstawione przez nas elektronogramy pozwolily na ultra-
strukturalne potwierdzenie rozpoznania ostoniaka zloSliwego, dzieki wy-
kazaniu obecno$ci blony podstawnej w komoérkach nowotworu, charak-
terystycznych wypustek i inwaginacji blony cytoplazmatycznej oraz
Scistych zlgczy miedzykomoérkowych.

Wyniki badan nowotworéw w mikroskopie $wietlnym i elektrono-
wym przemawiajg za tym, ze rozpoznanie osloniaka zlosliwego jako od-
rebnego rodzaju nowotworu jest mozliwe. Rozpoznanie to jest latwiej
ustali¢ wowezas, gdy guz wykazuje lgczno$¢ z nerwem obwodowym lub

http://rcin.org.pl



Ostoniaki zlosliwe 241

gdy w mikroskopie swietlnym widoczne sg zachowane formacje tkanko-
we, przypominajgce osloniak lagodny. Jesli opisanych cech, ulatwiaja-
cych rozpoznanie, nie udaje sie stwierdzi¢, to poszukiwanie struktur
Swiadczgcych o neuroektodermalnym pochodzeniu nowotworu zostaje za-
zwyczaj uwienczone powodzeniem. Badanie w mikroskopie elektrono-
wym pozwala wyodrebnié¢ taki guz od nowotworu przynaleznego do gru-
py neuroblastoma.

Prawidlowe rozpoznanie morfologiczne moze znalezé potwierdzenie
w przebiegu klinicznym choroby. W miare trwania choroby pojawiajg
sie przerzuty, ktéorych wystepowanie jest znanym zjawiskiem towarzy-
szacym osloniakowi zlosliwemu. Najczesciej stwierdza sie przerzuty do
pluc, rzadko do wezléw chlonnych (White 1971). Niektérzy autorzy
(D’Agostino 1 wsp. 1963a, White 1971) opisywali odlegle naciekanie no-
wotworowe wzdluz przebiegu nerwu, w czym upatrywali przyczyne po-
wstawania wznowy.

Mimo sklonnosci do przerzutéw, czas przezycia chorych w oslonia-
kach zlosliwych jest dluzszy niz w guzach o typie meurofibrosarcoma.
Wskazujg na to réwniez i nasze obserwacje. Przedstawieni chorzy zyli
po kilka lat z przerzutami do pluc, do innych nerwéw obwodowych i do
kosci. W przypadku miesakow czas przezycia, mimo leczenia, jest krot-
szy. Sadzimy zatem, ze rozpoznane przez nas nowotwory byly oslonia-
kami zto§liwymi. Potwierdza to réwniez zbieznos¢ wynikéw badan mor-
fologicznych i obserwacji klinicznych.

WNIOSKI

1. Stosowane kryteria morfologiczne, oparte rowniez na wyko-
rzystaniu ME, pozwalajg na rozpoznanie osloniaka zlosliwego (schwan-
noma malignum) jako odrebnego rodzaju nowotworu.

2. Badania nasze i dane z piSmiennictwa dowodza, ze osloniak zlos-
liwy moze wystepowaé¢ u dzieci, a jego patomorfologia jest podobna do
stwierdzanej u chorych dorostych.

3. Wykazane przez nas w utkaniu nowotworu formacje neuroepi-
telialne o réznym stopniu zréznicowania przemawiaja za mozliwoscig
,neuroblastycznej konwersji” komoérek Schwanna lub komérek nowo-
tworowych, ktoére si¢ z nich wywodzg.

4. Poliwalencja komoérek Schwanna moze byé¢ przyczyng wystepo-
wania réznych struktur w utkaniu guza. Struktury te wystepujgc z du-

23 zmiennoS$cig upodobniajg zlosliwe ostoniaki albo do grupy guzéw mezo-

dermalnych, albo neuroektodermalnych. W opisanych przez nas przy-
padkach utkanie nowotworéw wykazywalo cechy upodobniajgce je do
guzow pochodzenia neuroektodermalnego.

6 — Neuropatologia Polska 2/84
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3JIOKAYECTBEHHBIE IIBAHHOMBI V JIETEN
TIATOMOP®OJIOTUSA Y KJIIMHUYECKUN STTMKPU3

Pe3ome

B 5 cnyyasx y meTeil B BO3pacTe OT 2 MecsueB A0 7 JIET JMarHOCTHPOBAHO HOBOOOpa3oBaHue
B THINE 3JI0KaYeCTBEHHOM IIBAaHHOMBI. J[Ba M3 IMArHOCTHPOBAHHBIX HOBOOOpA30BaHHWI WMEIH
0CO6EHHO PEIKYIO JIOKAJIM3aLHIO, 3 HIMEHHO B opbuTe. B 0HOM Cityyae omyXonb Oblia JIOKamM3u-
pOBaHa BHE TJIa3HOro fA06J0Ka M MOXHO OBLIIO KOHCTATHPOBATH €€ TECHYIO CBS3b CO 3PHTENIbHBIM
HEpBOM. BO BTOpPOM Cily4ae ONyXOJIb BBIPACTajia M3 3PHTENLHOIO HEPBAa B CTEKJIOBHIHOE TEIO.
B oCTanbHBIX ClyYasX OMyX0JiM ObUIH CBs3aHBI C mepudeprieCKHMA HepBaMH KOHEYHOCTEH, a onHa
onyxosb Gbila B CBSI3M C HEPBAMM CPEHNOCTeHHsS. Bce HOBOOOpa3oBaHMA OBINH JICYEHBI XHDYpPrH-
yeckn. OnuH 6GONMBbHOM yMep cnycTs 3 roga BCIENCTBHE METACTa30B B JIETKHE M KOCTH. YeTwipe
6onpaBIe XuBYT 9, 10 1 12 MecsiueB, a oxEH ¥3 OONBHBIX XKUBET NOYTH 6 JieT. /Inardo3 B CBETOBOM
MHKpOCKONE ObLI MOATBEPXKIEH B JIEKTPOHHOM MHKpockone. IToHCK NeBpOo3NHTENHANbHBIX CTPO-
€HHMM YBEHYHJICS ycnexoM B 2 ciy4asx. B cratbe OOCYXIEHbI Pa3HOBHIHOCTH I'HCTOJIOTHYECKOrO
CTpOEHHsi HOBOOOpPA30BaHMI M CBSI3aHHBIE C 3THM JHATHOCTHYECKHE TPYAHOCTH.

MALIGNANT SCHWANNOMA IN CHILDREN
PATHOMORPHOLOGY AND CLINICAL EPICRISIS

Summary

In 5 cases of children in the age from 2 month to 7 years a malignant tumor
of the nerve sheath of malignant schwannoma type has been diagnosed. In one. of
the described cases the tumor was localized retrobulbarly and a close contact of
the tumor with the optic nerve could be established. In the second case the tumor
grew out of the optic nerve into the vitreous body. In the remaining three cases
the tumors showed more or less evident connection with the peripheral nerves
of the lower extremities or of the posterior mediastinum. In all patients the ma-
lignancy was surgically treated. One of the patients died after 3 years of treat-
ment, the other four are still living after 9, 10 and 12 months of treatment and
one of the patients even 6 years. :

The diagnosis of the tumor made under the light microscope was in two
cases confirmed with the use of electron microscopy. The search for neuro-
epithelial - structures was successful in two investigated cases. The histological
appearances of the tumors were described and the diagnostic difficulties related
with them were discussed.
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RAK TARCZYCY WYWODZACY SIE Z KOMOREK HURTHLEGO
Z PRZERZUTAMI DO OSRODKOWEGO UKLADU NERWOWEGO

Klinika Diagnostyki i Terapii Choréb Ukladu Nerwowego i Zaklad Neuropatologii
Instytutu Psychoneurologicznego, Warszawa

Metaplazja lub zwyrodnienie nablonka gruczolowego tarczycy, znane
pod nazwg zwyrodnienia typu Hirthlego, wystepuje zaréwno w wielu
stanach patologicznych (w tym takze w gruczolakach), jak i w utkaniu
prawidlowym. Jest znacznie czestsze u kobiet (Chesky i wsp. 1951; Horn
1954; Regato, Ackerman 1967), co przemawia za wplywem ukladu do-
krewnego. Zwigzek z procesem starzenia sie mie jest zjawiskiem stalym,
gdyz opisano rowniez pojedyncze przypadki wrodzonych gruczolakéow
Hiirthlego (Chesky i wsp. 1951; Willis 1953). Identyczne morfologicznie
komoérki wykryto w wielu narzgdach, takich jak: przytarczyczki, przy-
sadka, nadnercza, $linianki, merki, trzustka, jajowody, jadra i oskrzela,
nadajac im rézne nazwy: onkocyty Hamperla, komoérki Askanazego (Gar-
dner 1955).

Klasyczna komoérka Hiirthlego ma cytoplazme silnie kwasochlonng
i delikatnie ziarnistg. W mikroskopie elektronowym stwierdzono wyste-
powanie niezwykle obfitych mitochondriéw z wysokim poziomem enzy-
moéw utleniajacych, ktére mogg odpowiadaé ziarnisto$ciom obserwowa-
nym w mikroskopie $wietlnym. Nie wykazano jednak wykladnikéw ak-
tywnosci wydzielniczej (Chesky i wsp. 1951; Roth i wsp. 1962; Blood-
worth 1968). Jadro, zwykle male i pecherzykowate, moze byé pykno-
tyczne, hiperchromatyczne lub dziwaczne (Horn 1954; Gardner 1955;
Anderson, Kissane 1977). Kryterium rozpoznania gruczolaka typu Hiir-
thlego opiera sie na stwierdzeniu, ze guz sklada sie wylgcznie z wyzej
opisanych komorek. Gruczolaki tego typu sa rzadkie (Willis 1953; Gar-
dner 1955; Regato, Ackermann 1967), maja rézne utkania (adenoma folli-
culare, trabeculare, papillare, miztum — Chesky i wsp. 1961) i wyjat-
kowo ulegaja przemianie zlosliwej, dajac przerzuty droga krwi, czasem
odlegle, zwykle do wezléw i otaczajgcych narzadéw, pluc i kosci. Prze-
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rzuty te sg czesto pierwszym sygnalem bezobjawowego guzka tarczycy
(Willis 1953).

Przedstawiamy interesujgcy przypadek licznych przerzutéow raka
Hiirthlego tarczycy, z réwnoczesng wysoky eozynofilia w krwi obwo-
dowej i w ptynie mézgowo-rdzeniowym.

OPIS PRZYPADKU

Chory (64 lata), zegarmistrz, zostal przyjety do Oddzialu Neurolo-
gicznego Szpitala Grochowskiego z powodu zaburzen $swiadomosci, bo-
low i zawrotéow glowy, bolow okolicy krzyzowo-ledzwiowej i stanow
gorgczkowych do 38°C. Na kilka miesiecy przedtem rodzina zauwazyla
zmiane w zachowaniu sie chorego; stal sie malo krytyczny, niedbaly,
przejawial nadmierne laknienie i czeste pobudzenie seksualne.

W szpitalu stwierdzono $lad objawéw oponowych, osrodkowy niedo-
wlad prawego nerwu twarzowego i $lad niedowladu potowiczego po stro-
nie lewej. W dwu kolejnych mnaktuciach ledzwiowych uzyskano plyn
z poziomem biatka 182 i 220 mg®o oraz pleocytozg 123 i 126/mms3.
W osadzie plynu przewazaly limfocyty. W badaniu morfologicznym krwi
stwierdzono leukocytoze 15 800/mm3, w obrazie Schillinga 13% granulo-
cytow eozynofilnych. Chorego przekazano do Kliniki Neurochirurgicznej
AM w Warszawie. Obustronna angiografia moézgu przez tetnice szyjna
i tomografia komputerowa glowy nie potwierdzily podejrzenia procesu
ekspansywnego. Chorego przekazano do dalszej obserwacji w I Klinice
Neurologicznej Instytutu Psychoneurologicznego. Przy przyjeciu chory
skarzy!l sie na uczucie ogélnego ostabienia i podal, ze w ostatnich tygod-
niach stracit na wadze okolo 10 kg. Stan internistyczny byt prawidlowy,
poza obecno$cig kilkunastu niewielkich guzkéw skérnych w réznych
okolicach ciala. Neurologicznie stwierdzono dodatnie objawy oponowe,
lekki otepienny zesp6l psychoorganiczny i obecno$¢ niektérych objawow
deliberacyjnych. W badaniu krwi ujawniono leukocytoze 14 000/mm3
i eozynofilie dochodzacg do 30%. W plynie moézgowo-rdzeniowym po-
ziom bialka wynosit 348 mg%bo, pleocytoza — 173/mm3. Osad plynu za-
wieral 9% granulocytéw kwasochlonnych, 60° limfocytéw i 29%/6 mono-
cytow. W nastepnym badaniu odsetek granulocytéw kwasochtonnych
wzrost do 41. W czasie obserwacji klinicznej wylgczono, jako przyczyny
eozynofilii, dychawice oskrzelowa, chorobe posurowicza, alergie, gruz-
lice oraz bialaczke eozynofilng. Badania w kierunku chor6éb pasozytni-
czych — bablowca, wagrzycy, toksoplazmozy, motylicy watrobowej,
wloénicy i trychinozy — byly ujemne. Negatywne byly réwniez wyniki
badan w kierunku proceséw nowotworowych, ktére mogg przebiegaé
z eozynofilig, takich jak: szpiczak, odoskrzelowy rak pluca i inne. Prze-
ciwko chorobom z grupy kolagenoz przemawialy: niskie OB, prawidlowy
proteinogram krwi i nie wykrycie przeciwcial przeciwjadrowych. W tej
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sytuacji prowadzono leczenie objawowe, przeciwzapalne i przeciwinfek-
cyjne Dexamethasonem i antybiotykami, uzyskujgc przej$ciowg popra-
we stanu ogdlnego i cofanie sie zmian neurologicznych. W kontrolnym
nakluciu ledzwiowym uzyskano plyn z poziomem biatka 134 mg®bo i pleo-
cytoza 27 komoérek w mms3. Eozynofilia w plynie moézgowo-rdzeniowym
wynosita 6%, we krwi 22%o.

Po miesieczne] poprawie stan chorego zaczgl sie ponownie pogar-
sza¢, nardst niedowtad konczyn dolnych z zaburzeniem zwieraczy i obni-
zeniem czucia powierzchniowego od wysokosci Th-1 ku dotowi. Tomo-
grafia komputerowa jamy brzusznej wykazala torbielowatosé nerek
i ognisko rozrzedzenia w watrobie. W zwigzku z tym ostatnim odchyle-
niem przeprowadzono zwiadowczg laparatomie. Wycinki watroby i sieci
nie wykazaly mikroskopowych zmian pozwalajacych na ustalenie roz-
poznania. Wyniki histopatologicznego badania jednego z guzkéw skor-
nych sugerowaly nietypowa posta¢ kolagenozy (Instytut Reumatologii).
Chory zmart po 5 miesigcach od chwili pierwszej hospitalizacji. Roz-
poznanie kliniczne brzmiato: Collagenosis (eosinophilica?) Meningoence-
phalomyelitis chronica.

Badanie sekcyjne (skrot): Uogélniona miazdzyca, ottuszczenie i znacz-
ny przerost serca z wldknieniem mie$nia, réznoczasowe ogniska zawatu
krwotocznego w plucach, zator obu galezi tetnicy plucnej; w nerkach
torbiele i przewlekle zapalenie odmiedniczkowe z kamicg, wybitne ottusz-
czenie nerek siegajace w glab kory; przerost prostaty, obustronna hiper-
plazja kory nadnerczy, pojedyncze tluszczaki w blonie S§luzowej jelita
cienkiego, wybitny przerost tkanki tluszczowej w trzustce z zanikiem
migzszu gruczolowego. W lewym placie tarczycy ciemnoczerwonawy lity
guzek, otorbiony, $rednicy 15 mm.

Mikroskopowo, poza potwierdzeniem wyzej wymienionych zmian,
stwierdzono liczne zakrzepy w tetnicach i zylach pluc, jelita cienkiego
i ostonek jgdra. Swiatlo jednej z zyl plucnych cze$ciowo zamkniete bro-
dawczakowatymi masami luznej tkanki lgcznej, na obrzezu ktérej byty
obecne komoérki z cechami atypii jader i miejscami kwasochtonng cyto-
plazmg. W korze nerki wykryto guzek, wyraznie odgraniczony zbitg
tkanka lgczng, o utkaniu carcinoma papillare, z niezwykle licznymi cial-
kami piaszczakowymi i skupieniami duzych komoérek o bladej, ziarnistej
cytoplazmie. Silna kwasochlonnos$é¢ cytoplazmy wystepowala tylko w po-
jedynczych komoérkach nowotworu. Obraz ten sugerowal przerzut pier-
wotnego raka tarczycy, jednak badanie guzka tarczycy nie dalo oczeki-
wanego rezultatu. Mial on utkanie adenoma papillare, wylgcznie z ko-
morek typu Hiirthlego, z wyraznym otorbieniem zbitg tkankg widknistg.
W tkance tarczycy w otoczeniu guza znaleziono drobne skupienia ko-
moérek Hiirthlego. Dopiero w badaniu seryjnie krojonych skrawkéw
uzyskano dokumentacje zloSliwienia gruczolaka, w postaci komoérek
o cytoplazmie réwniez silnie kwasochtonnej, ale mniejszych, polimorficz-
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nych, z atypowymi, nadbarwliwymi, czesto dziwacznego ksztaltu jgdrami
(ryc. 1). Wystepowaly one badz na obwodzie wyrosli brodawczakowa-
tych nawarstwiajac sig, badz luzno, bez wyraznego ukiadu. Ostatecznym
potwierdzeniem raka Hiirthlego bylo wykrycie tych komoérek w swietle
naczyn torebki guza (ryc. 2). Drobny przerzut stwierdzono w przednim
placie przysadki, z zatarciem jej struktury sinusoidalnej (ryc. 3), a po-
nadto znaleziono drobne skupienia komérek nowotworowych w okolo-
przysadkowej tkance lgcznej. Wiekszo$¢ tych komoérek miala cytoplazme
wyraznie kwasochlonnag.

Badanie neuropatologiczne (nr prot. sekc. 2666/79): Makroskopowo
stwierdzono na podstawie moézgu pod opong miekkg liczne biatawe guzki
wielko$ci ziarna prosa. Na przekroju mialy one ksztalt tréjkgtny i wierz-
chotkiem wnikaly z przestrzeni oponowej do kory. Liczne guzki umiej-
scowione byly w prawej poétkuli w zakrecie potyliczno-skroniowym
i parahipokampalnym na podstawie moézgu (ryc. 4) oraz symetrycznie
obustronnie na powierzchni przysrodkowej w okolicy ciemieniowo-poty-
licznej. W moézdzku podobne zmiany znaleziono po obu stronach dolinki
(ryc. 5). W rdzeniu kregowym, po przecieciu opony twardej, stwierdzono
obecno$¢ biatawych guzkoéw wnikajacych w szczeline posrodkowsa przed-

Ryc. 1. Rak zlozony z komoérek Hiirthlego. Komérki nowotworowe w obrebie guza.
H—E. Pow. 100 X

Fig. 1. Carcinoma originating of Hiirthle’s cells. Cellular pattern of tumor. H—E.
» 100
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Ryc. 2. Hiirthle-cell carcinoma tarczycy. Naciek nowotworowy w torebce i jej na-
czyniach. H—E. Pow. 60 X
Fig. 2. Hirthle-cell carcinoma of the thyroid gland. Neoplasmatic infiltration of
the gland capsule and vessels. H—E. X 60

Ryc. 3. Hiirthle-cell carcinoma. Przerzut w przysadce. H—E. Pow. 100 X
Fig. 3. Metastatic focus of Hiirthle-cell carcinoma in adenohypophysis. H—E. X 100
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Ryc. 4. Liczne plaskie bialawe guzki wielkos$ci ziarna prosa w prawej po6ikuli moz-
gu na powierzchni podstawy mozgu w zakrecie potyliczno-skroniowym i parahipo-
kampalnym

Fig. 4. Numerous small, whitish, plane nodules on the basal surface of the right
cerebral hemisphere in the area of occipito-temporal and parahyppocampal gyri

nig na poziomie dolnych segmentow piersiowych i zgrubienia ledzwio-
wego.

Mikroskopowo badano wycinki z lewego plata czolowego, prawego
plata skroniowego ze Srodkowymi zwojami podstawy, obszaru srodkowego
z cialkami suteczkowatymi, lewej potkuli moézdzku oraz rdzenia kregowego
na poziomie zgrubienia szyjnego, segmentow Thy i Thy, oraz zgrubienia
ledzwiowego. Skrawki parafinowe barwiono hematoksyling i eozyna,
fioletem krezylu oraz wedlug metod van Giesona, Bielschowsky’ego
i Spielmeyera. We wszystkich badanych okolicach ostro odgraniczone od
otoczenia guzki byly utworzone z komoérek nowotworowych o nadbarwli-
wych, réznej wielkosci jadrach i niekiedy silnie kwasochlonnej cytoplaz-
mie (ryc. 6). Wérod utkania miejscami stwierdzano komérki olbrzymie,
mitozy oraz poronne struktury pecherzykowe (ryc. 7). W otoczeniu guz-
kéw obserwowano intensywny odczyn rozplemowy i przerostowy astro-
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Ryc. 5. Mozdzek — powierzchnia goéorna. Dwa symetryczne guzki wokoé! dolinki
w poblizu tylnej krawedzi mézdzku
Fig. 5. Upper surface of cerebellum. Two well-defined nodules around the foveolar
ridge, in the vicinity of the posterior cerebellar margin

Ryc. 6. Przerzut nowotworowy ostro odgraniczony od otoczenia. Kora zakretu po-
tyliczno-skroniowego. H—E. Pow. 200 X
Fig. 6. Metastatic focus, sharply delineated from the surrounding tissue in the
cerebral cortex in the occipito-temporal gyrus. H—E. X 200
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Ryc. 7. To samo ognisko co na ryc. 6. Komoérki nowotworowe o kwasochlonnej
cytoplazmie i ciemnych jadrach. Komoérki wielojgdrzaste. Mitozy. H—E. Pow.
400 X

Fig. 7. The same neoplastic focus as on the fig. 6. Neoplastic cells show eosinophilic
cytoplasm and dark nuclei. Multinuclear cells and mitoses are visible. H—E.
X 400

gleju i mikrogleju, tworzgcy wal otaczajagcy tkanke nowotworows.
W pewnym oddaleniu od ogniska nowotworowego zwlaszcza w korze za-
kretow skroniowego goérnego i wyspy, znajdowano rozsiane w tkance
komoérki nowotworowe, pojedyncze i w skupieniach oraz bardzo gwal-
towny odczyn rozplemowy elementéw glejowych o cechach blastoma-
tycznych (ryc. 8).

W dolnym odcinku rdzenia piersiowego i okolicy zgrubienia ledz-
wiowego stwierdzono ogniska nowotworowe wyraznie odgraniczone, 0 po-
dobnym wutkaniu, czesto z centralng martwicg i odczynem glejowym
w otoczeniu (ryc. 9A, 9B).

Na podstawie calo$ci badan morfologicznych rozpoznano raka tar-
czycy wywodzgcego sie z komoérek Hiirthlego z naciekiem w naczyniach
torebki i licznymi przerzutami do osrodkowego ukladu nerwowego, przy-
sadki i nerki. Stwierdzone zatory i zakrzepy zawierajace komorki nowo-
tworowe sg dowodem szerzenia sie raka drogg krwi.

OMOWIENIE

Rozpoznanie raka Hirthlego w stopniowo zlosliwiejagcym gruczolaku
Hiirthlego moze by¢ bardzo trudne (Regato, Ackerman 1967). Kryteria
oceny ztosliwosci sg rézne. Niektorzy autorzy sadza, ze wszystkie gruczo-
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Ryc. 8. Kora zakretu skroniowego gornego. Zatarcie rysunku kory. Bogaty odczyn
przerostowy i rozplemowy‘gleju o cechach blastomatycznych. Skupienia komoérek
nowotworowych i komorki pojedyncze rozproszone w tkance. H—E. Pow. 100 X
Fig. 8. Obliterated cytoarchitectonics of the cerebral cortex in the superior tempo-

ral gyrus. Proliferation and hypertrophy of blastomatous glial cells. Neoplastic
cells are grouped or dispersed within the abnormal tissue. H—E. X 100

Ryc. 9. A. Zgrubienie ledZwiowe rdzenia kregowego. Ognisko nowotworowe
w szczelinie posrodkowej przedniej. H—E. Pow. lupowe. B. Ten sam przekréj. Pola
martwicy w obrebie guza. Odczyn glejowy woko6l guza i w sznurach bocznych.
Ubytki neuronéw w rogach przednich. Fiolet krezylu. Pow. lupowe
Fig. 9. A. Lumbar intumescence of the spinal cord. Neoplastic focus located within
the anterior medial fissure. H—E. Magn. glass. B. The same neoplastic focus.
Necrotic areas are visible within the tumor. Glial reaction around the focus and
within the lateral spinal funiculi. Neuronal loss in anterior spinal horns. Cresyl
violet. Magn. glass
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laki Hirthlego sg potencjalnymi rakami (Marrow — wg Chesky i wsp.
1951). Rozpoznanie opiera sie jedynie na stwierdzeniu atypii komorek
guza i inwazji torebki i naczyn (Horn 1954; Regato, Ackerman 1967;
Bloodworth 1968). Nalezy pamieta¢, ze w przeciwienstwie do innych na-
rzadow, atypia jader w nablonku tarczycy tak czesto wystepuje w roéz-
nych jej schorzeniach (,,pseudoatypia”), ze ma ograniczong wartos¢ dia-
gnostyczng (Willis 1953; Regato, Ackermann 1967). Mitozy w rakach
Hirthlego sg skape (Chesky i wsp. 1951; Horn 1954; Bloodworth 1968).
Ciatka piaszczakowe, ktorych obecno$¢ w kazdym adenoma papillare
tarczycy niemal przesgdza o rozpoznaniu raka (Regato, Ackermann 1967;
Anderson, Kissane 1977) w gruczolakach Hiirthlego i rakach Hiirthlego
nie byly obserwowane (Gardner 1955). W naszym przypadku wystepo-
waly jedynie w przerzucie do nerki.

Wielu autoréw podkresla duze znaczenie rozpoznawcze obecnosci —
poza komoérkami kwasochtonnymi — duzych bladych komérek o ziar-
nistej cytoplazmie, przypominajgcych komorki przytarczyczek (Shaw
1951; Gardner 1955; Buffat 1976; Anderson, Kissane 1977). Wystepowa-
nie ich sklonilo Langhansa do przypuszczenia, ze s to zablgkane komor-
ki gruczoléw przytarczycowych w migzszu tarczycy, stad okreslenie ,,pa-
rastruma” (Shaw 1951; Anderson, Kissane 1977). Wspélistnienie tych ko-
moérek w nowotworach o strukturze brodawkowej moze prowadzi¢ do
mylnego rozpoznania carcinoma clarocellulare nerki (Willis 1953), jak
to mialo miejsce w przypadku przerzutu raka Hiirthlego do kosci czasz-
ki opisanym przez Shawa (1951). W naszym przypadku komorki te ob-
Serwowano w nerce.

Przerzuty raka Hiirthlego wykazujg duzg réznorodno$¢ utkania hi-
stologicznego (Shaw 1951; Willis 1953), a kwasochlonnosé¢ cytoplazmy nie
zawsze sie ujawnia (Shaw 1951). Czasami wystepuje sklonnosé do roz-
nicowania si¢ w kierunku struktur pecherzykowyc’h (Shaw 1951) lub
brodawkowych (Chesky i wsp. 1951; Horn. 1954),- Wydaje sie, ze mor-
fologia przerzutu nie moze by¢ podstawa do ustalenia lokalizacji ogniska
pierwotnego w tarczycy.

Wysoka eozynofilia w obserwowanym przypadku zaréwno we krwi,
jak i w plynie mozgowo-rdzeniowym, byla przyczyng duzych trudnosci
diagnostycznych dla klinicystéw i koniecznosci réznicowania z wielu jed-
nostkami chorobowymi, zwlaszcza kolagenoza eozynofilng (Herbenwal
i wsp. 1966). Nie znalazla ona potwierdzenia mikroskopowego ani w ba-
daniu przyzyciowym guzka skérnego, ani posmiertnie w narzadach. Trud-
no rozstrzygna¢, czy byl to odczyn zwigzany z istnieniem nowotworu
(Buffat 1976; Defendini i wsp. 1981), czy jeden z przypadkéw eozynofi-
lii o mieustalonej etiologii (Dugas i wsp. 1967), czy wreszcie miano od-
czynu uleglo w badaniach podwyzszeniu, wskutek réwnoczesnej obecno-
$ci silnie kwasochtonnych komoérek typu Hirthlego.

Ciekawym zagadnieniem jest mozliwos¢ wystepowania zaburzen we-
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wnatrzwydzielniczych (Blooodworth 1968; Anderson, Kissane 1977), bedg-
cych nastepstwem przerzutu do przysadki, objawiajacych sie nadmier-
nym laknieniem i oWIoécia, a poSmiertnie odznaczajgcym sie bardzo zna-
cznym otluszczeniem narzadéw. W przysadce opisywano zaréwno obec-
nos¢ komorek typu Hiirthlego (onkocyty — Gardner 1955), jak i wyste-
powanie gruczolakéw adenoma oncocyticum (Anderson, Kissane 1977),
ale cho¢ przerzuty raka tarczycy do przysadki nie sg rzadkoscig, nie
bylo doniesien o przerzucie raka Hiirthlego o tej lokalizacji.

Rak tarczycy wywodzgcy sie z komoérek Hiirthlego moze przebiegaé
bezobjawowo (Chesky i wsp. 1951). Opisywano guzki wielkosci kilku
milimetréw, dajgce odlegle przerzuty, a bedgce pierwszym sygnalem
choroby (Willis 1953). Wedlug Bloodwortha (1968) z rakiem Hiirthlego
czesto wspolistnieje phaeochromocytoma nadnercza. W przypadkach prze-
rzutéw o catkowicie niejasnym punkcie wyjscia istotne znaczenie roz-
poznawcze ma dokladne histologiczne badanie tarczycy (wedlug niekto6-
rych autoré6w czesto konieczne jest wykonanie 8—12 bloczkéw parafi-
nowych — Anderson 1977).

PAK LIIATOBUJHOW JXEJIE3bl IMTPOMCXOAAIMMN U3 KJIETOK T'FOPTJISA
C METACTA3AMU B LIEHTPAJIbBHVIO HEPBHVIO CUCTEMY

Pe3some

OnmcaH ciyyail paka IIATOBHOHOM Xele3bl NPOMCXOASAIEro M3 kjieTok [lopTnis ¢ meracra-
3aMH B LEHTPAJIbHYIO HEPBHYIO CHCTEMY, B THNOG®H3 M B NOYKH. B KIIMHHYECKOW KAPTHHE JOMHHM-
pPOBalld SIBJICHHsI OYaroBbIX IOBPEXIEHHM TOJIOBHOTO W CIMHHOTO MO3rOB, a B JIaGOpaTOPHBIX
HMCCTIEJOBAHMAX HA NEPEIHMH IUIAH BBIABHIAJCS BBICOKMH NMPOLEHT aUMA0(HIBHBIX KJIETOK B KPOBH
¥ B COMHHOMO3TOBOM XHIKOCTH. B IHCKycCHM OOpalieHO BHHMAaHHE HA OYEHb PEIKOEe BHICTYILIE-
HHE METAacTa30B paka [IopTiis B LEHTPAJIbHYIO HEPBHYIO CHCTEMY H Ha 303WHOGHIHIO, KOTOpasd,
MOXeT 6bITh, OblJIa 110 KpaliHei Mepe YaCTHYHO Pe3yJIbTaTOM HAJIAYHs 3€PHUCTHIX, AUHAOGHIBHBIX,
NOXO0XKHMX HA I'PAHYJIOUMTHI, HOBOOOPA30BATEbHBIX KJIETOK B KDOBH M B CHHHHOMO3I OBO# JKHIKOCTH.

HURTHLE-CELL CARCINOMA OF THE THYROID GLAND WITH METASTASES
TO THE CENTRAL NERVOUS SYSTEM

Summary

A case of Hiirthle-cell carcinoma of the thyroid gland with metastases to the
central nervous system, kidney and hypophysis is presented. The clinical picture
of the case was dominated by cerebral and spinal cord symptomatology. Labora-
tory {findings demonstrated high content of eosinophilic granulocytes both in
the blood and cerebro-spinal fluid. In the discussion special attention was paid
to the rarity of cerebral metastases of Hiirthle-cell carcinomas and the high
content of eosinophils in both blood and csf. It is hypothesized that eosinophilic
cells found there may at least in part correspond to the eosinophilic tumor
cells.
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ACETYLCHOLINESTERASE ACTIVITY IN RAT BRAIN AFTER
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OF THE ENVIRONMENT *
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There are numerous data indicating that acetylcholine may exert
a certain hypothermic effect (Spencer 1965; Rewerski 1972; Kozlowski
1972). Cholinergic drugs acting on the central nervous system have
a similar effect (Fuhrman, Fuhrman 1967). An indirect confirmation of
this may be found in investigations demonstrating the hypothermic
action of cholinesterase inhibitors (Meeter, Wolthuis 1968). Acetylcho-
linesterase may play a role in the process of adaptation to raised tem-
perature since it is responsible for removal of acetylcholine from the
membraneous environment.

Acetylcholinesterase as an enzyme structurally and functionally as-
sociated with biological membranes (Robaire, Kato 1973; Guerri 1982)
may be exposed to the action of elevated environmental temperature
modifying the chemical composition (Sinensky 1971) and the physico-
chemical state of these membranes (Love et al. 1970; James, Branton
1973).

In the light of the above mentioned data it was decided to determine
the activity of acetylcholinesterase (E.C. 3.1.1.7. — acetylcholine hydro-
lase) in the brain of rats exposed to the action of elevated environmen-
tal temperature.

MATERIAL AND METHODS

In all experiments white male rats weighing 200—240 g were used.
They were fed a standard diet and received water ad libitum. Before
the experiment the animals were adapted to the laboratory conditions

* Work was supported by Grant No 10.4.93.7. from the Polish Academy of
Sciences.
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for 2—3 days. During the experiments the rats were kept in a chamber
with forced air flow, humidity within 35—65 per cent and regulated
temperature. The control temperature was 21° + 1.8°C. The animals were
kept, in dependence on the experiment 3, 6, 12 or 24 hours in this cham-
ber (single exposure) and 6 hours daily for six successive days (multiple
exposure). The applied experimental temperatures were 28° + 1.2°C and
37° + 1.8°C. The rectal temperature of the animals before the experi-
ment oscillated between 37.1°C and 38.4°C. It did not change in the
control rats, whereas in those subjected to a temperature of 37°C it rose
to a mean of 39.7°C and 40.0°C after three and six hours of the experi-
ment, respectively. The animals were sacrificed by decapitation within
1 hour after the end of a single exposure or on the next day after mul-
tiple exposure.

In the experimental model with the use of an organophosphorus in-
hibitor the rats were kept for 6 hours at 21°C or 37°C. Then the animals
received within half an hour 1 per cent solution of DFP (diisopropyl-
fluorophosphonate) in glycol diluted with physiological saline in the
amount of 0.5 LDj, (LDjs is ca 6 mg/kg per os). The rats were sacrificed
30 min after receiving DFP.

Immediately after decapitation the cerebral hemispheres were ex-
cised and homogenized (Barzu et al. 1973), cne in phosphate buffer 0.1 M,
pH 7.4 and the second in 10 per cent buffered sucrose solution, both
in a 1:10 (w/v) ratio. A glass-teflon Potter homogeniser was used,
adjusted to 20 movements of the piston at 1500 X RPM at 0—4°C. The
homogenates were centrifuged for 10 min at 900 X g and the obtained
supernatants were solubilised with 1 per cent sodium deoxycholate or
diluted with isolation medium in a 1:1 ratio. Assays were carried out
on the same day. AChE was determined spectrophotometrically (Ellman
et al. 1961) with acetylthiocholine as substrate. The reaction mixture
contained in the final volume of 2.0 ml: 0.4 umoles of Ellman’s reagent
(DTNB), 2 pmoles of acetylthiocholine iodide and about 0.2—0.4 mg
of protein. The reaction was run at 22°C and extinction read for 4 min
at 412 nm. The enzymatic activity was expressed in nmoles of hydro-
lysed substrate per min per mg of protein or in pmoles per min per
g of tissue.

In the in vivo-in vitro experiments serving for plotting Arrhenius
curves the rats were kept for 6 hours in a chamber with temperature
21°C or 37°C. They were sacrificed and the homogenates were prepared
as described above. AChE activity at various temperatures was deter-
mined by the modified method of Ellman (Gorun et al. 1978). After
20 min of incubation in temperatures of 12, 22, 30, 39 or 49°C the
amount of thiocholine released was determined spectrophotometrically at
412 nm. Control samples did not contain any enzyme during incuba-
tion. Protein was determined by the biuret method. The results were
statistically elaborated by Student’s t and Dixon’s Q tests.
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RESULTS AND DISCUSSION

In the presented paper experimental systems were used extending
the possibility of interpretation of the results. The use for homogenisa-
tion of both phosphate buffer and sucrose ccould on the one hand, supply
an answer, whether the action of raised temperature facilitates enzyme
release from the membrane during homogenate preparation (in phos-
phate buffer), and, on the other hand, it could ensure isotonic conditions
of homogenisation (in sucrose) so that the eventual differences would
not be the result of for instance damage to the enzyme during homo-
genisation. For both kinds of homogenates the determinations were done
in nonsolubilized and solubilized fractions. Solubilization allowed to
establish the state of the whole enzyme pool, whereas the determination
without solubilization could be helpful in determining the degree of so-

Table 1. The activity of rat brain acetylcholinesterase following single exposure of the animals
to increased environmental temperature
Tabela 1. Aktywnos¢ acetylocholinoesterazy mézgu szczura w nastepstwie jednorazowej ekspozycji
zwierzat na podwyzszona temperature¢ otoczenia

Without solubilization After solubilization

PeriOfl.of Tempe- Bez solubilizacji Po solubilizacji
b i ra:ure nmoles /min/ mg pmoles /min/ g nmoles /min/ mg pmoles /min/ g
(hours) T( © protein tissue protein tissue
Czas” €mpe-  mole /min/ mg pmole /min/ g nmole /min/ mg pmole /min/ g
°ksz’°zg°1)‘ ’?‘g’)“ biatka tkanki biatka tkanki
odz. - — = =
a X+SEM.(n) X+SEM.(n) X+SEM.(m) X-+S.EM.(n)
21 69.9+74 (6) 2.2440.16(6) 65246.6 (6) 2.16+0.28 (6)
3 28 68.4+44 (6) 2.20+0.08(6) 71.3+6.2 (6) 2.24+0.16(6)
37 648451 (6) 2.1840.06(6) 68.4+2.8 (6) 2.19+40.14(6)
21 73.1+85 (6) 2.30+0.19(6) 66.0+-8.0 (6) 2.24+0.82 (6)
6 28 67.0+5.0 (5) 2.2940.14(6) 80.5+8.0 (5) 2.65+0.18 (6)
37 629+39 (5) 2274+006(6) 67.1+22 (5) 2.67+0.17 (6)
21 68.8+59 (6) 2.30+0.12(6) 642150 (6) 2.1840.24 (6)
12 28 48.74+2.3* (6) 2.224+0.07(6) 52.7+3.2%(6) 2.524-0.20 (6)
37 49.34-6.7* (6) 2.29+0.25(6) 54.1+29*(6) 2.71+0.20 (6)
21 69.6+64 (6) 2.28+0.23(6) 60.8+69 (6) 2.28+0.33 (6)
24 28 74.04+3.2 (5) 1.924+0.09(6) 61.8+4.7 (5) 1.81+0.20 (6)
37 64.24+3.3 (5) 2.2840.16(5) 54.5+7.2 (5 2.08+0.22(5)
* difference statistically significant — réznica statystycznie znamienna

lubilization after thermal exposure. Since various isolation media were
used, enzyme activity was expressed in conversion to milligrams of
protein and also to grams of tissue.

Activity of rat brain acetylcholinesterase as the consequence of a sing-

le exposure to elevated temperature is shown in table 1. It

includes

the results obtained for homogenates prepared in phosphate buffer. As
http://rcin.org.pl
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results from the data, keeping the animals for 3 hours under hy-
perthermic conditions did not cause significant differences as compared
with the control group of rats kept at 21° £1.8°C. In the group of ani-
mals exposed for 6 hours to raised temperature no distinct changes in
acetylcholinesterase activity were noted as compared with the control
group. Only a certain increase of activity was noted in the solubilized
homogenate fraction after exposure of the animals to 28°C. In view of
the fact that the solubilized form of acetylcholinesterase is characterized
by a depressed K, value (Robaire, Kato 1973), this might be considered
as an indication of an enhanced AChE release from the membranes in
these experimental conditions. In the 12 hours experiment a statistically
significant depression of acetylcholinesterase activity is noted. In the
case of 24 hours exposure to raised temperature the differences in activ-
ity are slight. The picture of this experimental system, however, is not
full since it does not take into account the animals which died during
the experiment.

The results obtained with the use of homogenates prepared in a sucrose
medium give a similar picture of acetylchclinesterase activity as that
for homogenates prepared in phosphate huffer. The activity expressed
per gram of tissue is, when sucrose is used, distinctly higher as com-
pared with that in homogenate prepared with phosphate buffer, this
justifying homogenization in two different isolation media and the diffe-
rent ways of presenting the result (per 1 mg protein or 1 g of tissue).
These differences may result from the fact that brain cholinesterase is
a membrane “external” (“peripheral”) protein and as such may occur
in various amounts in membrane preparations obtained by different
methods (Coleman 1973).

Table 2. The activity of rat brain acetylcholinesterase following manyfold exposures of the animals
to increased environmental temperature
Tabela 2. Aktywno$¢ acetylocholinoesterazy mozgu szczura w nastgpstwie wielokrotnej ekspozycji
zwierzat na podwyzszong temperatur¢ otoczenia

Without solubilization After solubilization
Teolatinn Tempe- Bez solubilizacji Po solubilizacji
medium ra:ure nmoles /min/ mg pmoles /min/ g nmoles /min/ ;n_g pvmoles /min/ g
O protein tissue protein tissue
Medium Tempe- nmole /min/ mg pmole /min/ g nmole /min/ mg pmole /min/ g
izolacyjne ra(x:(u:;a biatka tkanki biatka tkanki

XLSEM.(n) X+SEM.(n) X+SEM.(n) X-+S.EM.(n)

Phosphate buffer 21°C 70.2+-5.8 (6) 2.20+0.18 (6) 63.44-5.0 (6) 2.08--0.25 (6)
Bufor fosfora-
nowy 3TC 65.0+-8.3 (5) 2.054+-0.17 (5) 68.84-8.9 (5) 2.12+0.22 (5)

Sucrose buffer 21°C 72.14+6.5 (6) 7.08-+0.45 (6) 60.84-3.6 (6) 5.844-0.67 (6)
Bufor sacharo-
ZOwWy 31°C 84.6+-7.4 (5) 6.55+0.22 (5) 69.64+5.4 (5) 5.2840.19 (5)
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Brain AChE activity resulting from repeated exposure of the rats
to elevated environmental temperature is shown in table 2. Neither
were statistically significant differences found in this experimental
model between enzyme activity in rats of the control group and of the
group subjected for six successive days to raised temperature.

The results of the experiment consisting in intoxication of rats with
DFP, previously subjected to a single exposure to elevated temperature,
are shown in table 3. In this case a double control system was used:
the first group consisted of rats not exposed to raised temperature and
not receiving the inhibitor, the second included rats not subjected to
elevated temperature but treated with DFP. As seen from the data
presented, in rats previously exposed to raised temperature acetylcholi-
nesterase is “sensitized” to the action of the inhibitor administered
subsequently. Of course in this case certain changes in acetylcholineste-
rase activity resulting probably from differences in the toxicokinetie
parameters of the applied inhibitor, dependent on the temperature at
which the animals were kept before intoxication cannot be ruled out.
The results of this experiment might be indicative of the possibility
of exerting an influence through raised temperature which would not
be manifested directly in changes of enzyme activity. This influence
could for instance consist in a change of the microenvironment of the
membrane enzymes (Lin 1976).

Table 3. The activity of rat brain acetylcholinesterase following exposure to increased environmental
temperature and intoxication by organophosphate inhibitor (DFP)
Tabela 3. Aktywnos¢ acetylocholinoesterazy mozgu szczura w nastepstwie ekspozycji na podwyz-
szona temperatur¢ otoczenia i dzialania inhibitora fosforoorganicznego (DFP)

Phosphate buffer Sucrose buffer
Bufor fosforanowy Bufor sacharozowy
Without After Without After

Experimental conditions

Wirenks | dolivindeasida solubilisation solubilisation solubilisation solubilisation

Bez solubilizacji Po solubilizacji Bez solubilizacji Po solubilizacji

nmoles/min/mg protein nmoles/min/mg protein

nmole/min/mg biatka nmole/min/mg biatka
X18; n X+S; n X+Sz n X+Sz n
21°Cx 6h 73.0--8.5 (6) 67.1-+8.0 (6) 69.0--5.8 (6) 68.6+6.2 (6)
37°Cx 6h 68.8-+4.9 (5) 68.6+6.3 (5) 70.14+7.2 (5) 68.8-1-6.4 (5)
21°C x 6h+DFP 49.54-6.3 (5) 53.8+-4.8 (5) 49.6+5.1 (5) 48.6-+5.0 (5)
37°C x 6h+ DFP 40.7452(5)  40.0+4.1(5) 43.5+4.9(5)  45.1+4.4(5)

Modification of the physical state of the membranes may change
their function by changing the conformation of proteins or the lipid-
lipid and lipid-protein interactions. These changes can be detected by
examining the course of the Arrhenius plots for enzyme activity (Lenaz
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Fig. 1. Arrhenius plots of acetylcholinesterase activity of brain from control and
exposed to increased temperature rats. Each point represents the mean value of
4—5 experiments = S. D

Ryc. 1. Wykresy Arrheniusa dla aktywnosci acetylocholinoesterazy moézgu szczurow
kontrolnych i poddawanych dzialaniu podwyzszonej temperatury. Kazdy punkt
reprezentuje warto$é srednig z 4—5 doswiadczen, * odchylenie standardowe

et al. 1975). Therefore, the last step in the present work was to examine
the course of these curves for enzymatic preparations from control rats
and those kept for 6 hours at a temperature of 37°C. Such graphs for
homogenates prepared in phosphate buffer are shown as example (Fig.
1). The course of the curve is essentially similar for control rats and
those subjected to excessive heat. For enzyme preparations from con-
trol rats this course is discontinuous at a temperature of about 30°C,
when for the enzyme preparation derived from rats exposed to the action
of raised temperature this discontinuity shifted somewhat towards lower
temperatures. A similar observation was made for homogenates prepa-
red in sucrose. :

When discussing these results it should be borne in mind that the
determined acetylcholinesterase activity may be influenced in the sys-
tems applied by side factors. A serious problem may be for instance
the differences in the amount of enzyme released and subsequently
bound with the subcellular membranes during preparation, depending
on the lipid-protein interaction (Koeppen et al. 1969). Acetylcholineste-
rase activity may also depend on the degree of aggregation of the enzyme
(Silver 1974). The influence of the detergent of acetylcholinesterase
activity is also controversial (Sihotang 1974; Tritton et al. 1977).

The results obtained in the present study indicate the lack of signi-
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ficant influence of increased temperature (up to 37°C) of the environ-
ment on acetylcholinesterase activity in the applied experimental mo-
dels. However, it may be suggested that the influence of elevated tem-
perature on AChE activity would not be manifested directly in changes
of activity but also by latent changes in the membrane microenviron-
ment of the enzyme.

AKTYWNOSC ACETYLOCHOLINOESTERAZY MOZGU SZCZURA
W NASTEPSTWIE EKSPOZYCJI ZWIERZAT NA PODWYZSZONA
TEMPERATURE OTOCZENIA

Streszczenie

Podwyzszona temperatura $rodowiska moze zmieniaé strukture i funkcje blon
biologicznych, modyfikujgc ich sklad chemiczny oraz stan fizyko-chemiczny. Ace-
tylocholinoesteraza jako enzym zwigzany z blonami biologicznymi moze by¢ nara-
zona na dzialanie podwyzszonej temperatury $rodowiska.

W pracy zbadano aktywnosci acetylocholinoesterazy mozgu szczuréw podda-
wanych dzialaniu podwyzszonej temperatury otoczenia. Zwierzeta umieszczano
w komorze z wymuszonym przeplywem powietrza, kontrolowang wilgotnoscia
(35—65% w.w.) oraz regulowang temperaturg. Stosowane temperatury wynosily
21°C (kontrola) oraz 28°C i 37°C. Szczury poddawano dzialaniu temperatury przez
3, 6, 12 lub 24 godziny (ekspozycja jednorazowa) oraz po 6 godzin dziennie przez
6 kolejnych dni (ekspozycja wielokrotna). Przeprowadzono réwniez do$wiadczenie
polegajace na intoksykacji fosforoorganicznym inhibitorem cholinoesteraz (DFP)
szczuré6w poddanych uprzednio dzialaniu podwyzszonej temperatury. Zbadano tez
przebieg wykresOw Arrheniusa dla aktywnosci acetylocholinoesterazy moézgu szczu-
row kontrolnych i eksponowanych na podwyzszong temperature.

Otrzymane wyniki wskazujag na brak istotnego bezposredniego wplywu stoso-
wanych warunkéw termicznych na aktywno$ci acetylocholinoesterazy mézgu szczu-
row. Ujawnione niewielkie zmiany aktywno$ci zalezg od stosowanej temperatury
i czasu ekspozycji. Jedynie w przypadku eksperymentu z zastosowaniem DFP
uzyskane wyniki sg bardziej jednoznaczne i mogg sugerowaé mozliwosé wplywu
podwyzszonej temperatury nie bezposredniego, ale zwigzanego ze zmianami w blo-
nowym mikrosrodowisku enzymu, co znalazlo wyraz w zwiekszonej wrazliwosci
na dzialanie inhibitora szczuréw uprzednio eksponowanych na podwyzszong tem-
perature.
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Pathomorphological observations concerning experimental manganese
encephalopathy vary to a great extent from no abnormalities whatsoever
to severe tissue impairment. The latter, as a rule, appears after prolon-
ged intoxication, lasting for numerous weeks and months (Makarczenko
1956; Pentschew et al. 1963; Chandra, Srivastava 1970; Jonderko 1970;
Chandra 1972; Singh et al. 1974). The most common for all descriptions
is damage of the grey cerebral structures, either generalized, prevail-
ing in the cerebral and cerebellar cortex or selectively limited to the
subcortical structures including globus pallidus, striatum, thalamus, sub-
thalamic nuclei, substantia innominata and substantia nigra. It con-
sists in neuronal degeneration and/or loss with secondary glial reaction
and good preservation of the white matter. All the above mentioned
ohservations were carried out at the light microscopic level.

In a series of our own observations (Smiatek, Mossakowski 1981; Mos-
sakowski et al. 1982, 1983) white matter alteration, consisting in tissue
spongiosis and severe damage to the axonal mitochondria, dominated
the pathomorphology of the experimental manganese encephalopathy.
The grey matter abnormalities, as seen in the light microscope, were
slight and not significant. They took the form of nonspecific degenera-
tion of individual or grouped neurons of the cerebral or cerebellar cor-
tex. The only finding consistent with the other observations was the
severe neuronal damage and loss in the substantia nigra, appearing in
animals surviving 4 weeks after the end of intoxication. This inclined
us to study systematically the nature and evolution of the ultrastructu-
ral abnormalities in the brain grey structures at various stages of the
postintoxication period.
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MATERIAL AND METHODS

The experiments were carried out on 6-week-old male albino rats
(weighing + 150 g at the beginning of experiment), which were given,
in the course of 4 weeks, seven subsequent intravenous injections of
manganese chloride, dissolved in physiological salt solution. Two in-
itial injections, each containing a dose of 20 mg/kg of Mn"" were given
every third day, the following 3 injections with a dose of 40 mg/kg
body weight of Mn'* each, were administered in the course cf one
week at two day intervals. The last 2 injections containing the same
doses of metal were applied at one week intervals. The intravenous way
of manganese administration was chosen to avoid poor intestinal metal
absorption and its dependance on alimentary factors (Aston 1980). Con-
trol animals were given intravenously physiological salt solution ac-
cording to the same scheme.

The experimental animals were divided into three groups: group I —
consisted of animals killed one day after the last injection, group II —
comprised those sacrificed one week after the last injection, while those
of group III were permitted to survive for the next four weeks, for
allowing metal excretion from the body organs (Hietanen et al. 1981).
The mortality rate in all experimental groups amounted to 43%.
The animals died either at the time of injection or immediately after
it. The survivers, during the whole time of observation, showed no
neurological symptoms. However, their motor activity was obviously
reduced. They lost their appetite and their hair was lusterless.

Both experimental and control animals were sacrificed by intracar-
diac perfusion with 2 percent solution of glutaraldehyde in cacodylate
buffer, pH 7.4. The brains after removal from the skull were kept over-
night in the same fixative at the temperature of 4°C and then sliced
coronally. Tissue blocks, 1 mm? in size were taken from the neocortex,
Ammon’s horn, striatum, substantia nigra and upper medulla. They
were processed in a routine way up to embedding in Epon 812.

Ultrathin sections were counterstained on grids with uranyl acetate
and lead citrate and examined under a JEM A7 electron microscope.

RESULTS

The general pattern of ultrastructural tissue abnormalities was si-
milar in all the examined areas of the central nervous system, although
their intensity was greatest in the substantia nigra and striatum. As
documented by studies carried out on subsequent experimental groups
these changes evolved significantly in time.

In experimental group I all the examined areas of the brain con-
tained neurons with focally rarefied cytoplasm, impoverished in sub-
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Fig. 1. Group I. Fragment. of the motor cortex. Neuron showing a focal decrease
of electron density of cytoplasm (arrow) with wide cisternae of smooth endoplas-
mic reticulum (ser) and a dense body (db). X 15500

Ryc. 1. Grupa I. Fragment kory ruchowej. Komérka nerwowa z ogniskowym roz-
rzedzeniem cytoplazmy (strzalka), szerokimi zbiornikami gladkiej siateczki sr6d-
plazmatycznej (ser) i cialem gestym (db). Pow. 15500 X

Fig. 2. Group I. Fragment of striatum. In the cytoplasm of nerve cell, swollen mi-
tochondria (m), large cisternae of Golgi apparatus (G) and abundant neurotubules
(arrow) are visible. X 15500
Ryc. 2. Grupa I. Fragment prazkowia. W cytoplazmie komérki nerwowej widoczne
obrzmiate mitochondria (m), szerokie zbiorniki ukladu Golgiego (G) i liczne neuro-
tubule (strzalka). Pow. 15500 X

cellular organelles (Fig. 1). Numerous cisternae of smooth endoplasmic
reticulum, some of them greatly distended, widened channels and cist-
erns of the Golgi system and swollen mitochondria with light matrix,
peripherally displaced, shortened or broken down cristae were the most
typical features of these neuronal abnormalities (Fig. 2). In numerous
neurons, alongside with severely affected mitochondria normal ones
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were present. In some nerve cells there was an increase of cytoplasmic
tubular structures. Nerve cell nuclei were unchanged. Much less fre-
quently neurons with condensed hyaloplasm, widened channels of rough
endoplasmic reticulum and swollen mitocnondria were seen. Axons con-
tained electron light cytoplasm with a reduced number of subcellular
organelles and with enlarged cisternae of smooth endoplasmic reticulum.
Their mitochondria were affected in the same manner as those in the
neuronal perikarya (Fig. 3). Mitochondrial abnormalities were present
in some nerve endings. In the latter, in addition, abnormalities in dis-
tribution of synaptic vesicles were observed, mostly in the form of
irregular aggregations.

Fig. 3. Group I. Fragment of hippocampus. Swollen mitochondrium (m) with finger-

like membrane protrusion in an axon (ax,), vacuolization of smooth endoplasmic

reticulum (ser) in another axon (ax;) and dendrite (d) and mitochondrium with
condensed configuration in an astrocytic process (ast). X 9000

Ryc. 3. Grupa I. Fragment hipokampa. Obrzmiale mitochondrium z palczastym

wypukleniem blony (m) w aksonie (ax,), wakuolizacja zbiornikéw gtadkiej siatecz-

ki $rodplazmatycznej (ser) w aksonie (ax;) i w dendrycie (d), mitochondrium o kon-
figuracji skondensowanej w wypustce astrogleju (ast). Pow. 9000 X

The cytoplasm of astrocytic perikarya and processes was abundant
poor in subcellular structures and contained enlarged cisterns of Golgi
apparatus and of both rough and smooth endoplasmic reticulum as well
as greatly swollen mitochondria with either light or granular matrix
and peripherally displaced cristae (Fig. 4). The cytoplasm of some astro-
cytic cells was almost totally devoid of subcellular organelles, except
some enlarged profiles of endoplasmic reticulum. This type of abnorma-
lities concerned mostly perineuronal astrocytes accompanying neurons
with greatly condensed cytoplasm (Fig. 5). The electron lucent cytoplasm
of oligodendrocytes contained a great number of distended cisternae and
channels of Golgi apparatus and rough and smooth endoplasmic reticu-
lum (Fig. 6). Oligodendroglial mitochondria revealed the same abnor-
malities as those of neurons and astrocytes. Most of the capillaries and
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Fig. 4. Group I. Fragment of compact zone of substantia nigra. Astrocyte with
greatly rarefied cytoplasm containing large mitochondria (m) with granular matrix
and folded inner membrane (arrows), dense bodies (by) and widened cisternae of
smooth (ser) and rough (rer) endoplasmic reticulum. X 12 500
Ryc. 4. Grupa 1. Fragment zbitej warstwy istoty czarnej. Komorka astrogleju z cy-
toplazmg o malej gestosci elektronowej, w ktorej widoczne sg mitochondria z drob-
noziarnistg macierza (m) i sfaldowang blong wewnetrzng (strzalki), ciala geste (ly),
oraz szerokie zbiorniki szorstkiej (rer) i gladkiej (ser) siateczki $rédplazmatycznej.
Pow. 12500 X
Fig. 5. Group 1. Fragment of motor cortex. Perineuronal satellite astrocyte with
light cytoplasm containing wide cisterna of smooth endoplasmic reticulum (ser).
Fragment of neuron with electron der;s<e cytoplasm and swollen mitochondria.
(m) 7500

Ryc. 5. Grupa I. Fragment kory ruchowej. Okoloneuronalny astrocyt satelitarny

z cytoplazmg o matej gestosci elektronowej i z pojedynczym szerokim zbiorni-

kiem gladkiej siateczki $rodplazmatycznej (ser). Fragment komoérki nerwowej z cy-

toplazma o duzej gestosci elektronowej i obrzmialymi mitochondriami (m). Pow.
7500 X

precapillaries had small, narrowed lumina. The capillary walls were
ultrastructurally normal. In some of them there was a slight in-
crease of pinocytotic vesicles. In some precapillaries thickening of the
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Fig. 6. Group 1. Fragment of upper medulla. In the cytoplasm of oligodendrocyte
distended cisternae of Golgi apparatus (G) and rough endoplasmic reticulum (rer)
and swollen mitochondria (m) are visible. X 7 500

Ryc. 6. Grupa I. Fragment opuszki goérnej. W cytoplazmie komérki oligodendro-
gleju widoczne szerokie zbiorniki ukladu Golgiego (G) i szorstkiej siateczki $rod-
plazmatycznej (rer) oraz obrzmiale mitochondria (m). Pow. 7500 X

basal membrane was observed (Fig. 7). Slight swelling of pericapillary
astrocytic processes was a common feature. Intercellular spaces were
unchanged.

Neuronal abnormalities in experimental group II were more in-
tensive. Three types of nerve cell lesions were present. The most common
were neurons with highly condensed cytoplasm and narrowed channels
of rough endoplasmic reticulum. Against this background numerous
groups of widened cisternae of Golgi apparatus and smooth endoplasmic
reticulum were present. Mitochondria with light matrix and peripherally

Fig. 7. Group I. Fragment of upper medulla. Precapillary vessel with narrowed
lumen (long arrow) and thickened basement inembrane (short arrow). X 13000

Ryc. 7. Grupa I. Fragment goérnej opuszki. Naczynie przedwlosowate z waskim
$wiattem (diluga strzalka) i pogrubiala blong podstawna (krotka strzatka). Pow.
13000 X
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Fig. 8. Group II. Fragment of substantia nigra. In greatly condensed cytoplasm
of nerve cell numerous swollen mitochondria (m), large cisternae of Golgi appara-
tus (G) and smooth endoplasmic reticulum (ser) are visible. Some narrow channels
of rough endoplasmic reticulum (rer) are present. X 7500
Ryc. 8. Grupa II. Fragment istoty czarnej. W cytoplazmie komoérki nerwowej o du-
zej gestosci elektronowej widoczne obrzmiate mitochondria (m), szerokie zbiorniki
ukladu Golgiego (G) i gladkiej siateczki §réodplazmatycznej (ser) i pojedyncze waskie
zbiorniki szorstkiej siateczki $rédplazmatycznej (rer). Pow. 7500 X

ck

Fig. 9. Group II. Fragment of nerve cell from compact zone of substantia
nigra. Vacuolization of smooth endoplasmic reticulum channels (ser), focal exten-
sion of rough endoplasmic reticulum channels (arrows) and swollen mitochondrion
(m) are visible. X 15500
Ryc. 9. Grupa II. Fragment komérki nerwowej zbitej warstwy istoty czarnej. Wa-
kuolizacja zbiornikéw gladkiej siateczki $rédplazmatycznej (ser), miejscowe posze-
rzenia zbiornikéw szorstkiej siateczki $rodplazmatycznej (strzalki) i obrzmiale mi-
tochondrium (m.) Pow. 15500 X

displaced cristae were also enlarged (Fig. 8). Neurons with “dark” con-
densed cytoplasm and enlarged channels of rough endoplasmic reticulum
were less common. The other neuronal abnormality consisted in a great
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distension of the abundant cisternae of smooth endoplasmic reticulum,
some of them forming large, irregular vacuolar structures, containing
a small amount of light, floccular material (Fig. 9). Severe widening
of channels of the rough endoplasmic reticulum was also a feature in
these abnormal nerve cells (Fig. 10). A great number of axons, mostly
those in substantia migra and striatum were swollen and impoverished

Fig. 10. Group II. Fragment of nerve cell from compact zone of substantia
nigra. Wide, focally extended channels and cisternae of rough endoplasmic reti-
culum (arrows). X 15 000

Ryc. 10. Grupa II. Fragment cytoplazmy komoérki nerwowej zbitej warstwy istoty
czarnej. Szerokie, miejscami rozdete zbiorniki szorstkiej siateczki $rodplazmatycz-
nej (strzalki). Pow. 15000 X

Fig. 11. Froup II. Fragment of compact zone of substantia nigra. Axon terminal
with light cytoplasm, containing aggregates of the synaptic vesicles (arrow) and
swollen mitochondrion (m). Neighbouring dendrites with light swollen cytoplasm.
X 15000
Ryc. 11. Grupa II. Fragment zbitej warstwy istoty czarnej. Akson koncowy z cyto-
plazmg o malej gestosci elektronowej, z agregacja pecherzykow synaptycznych
(strzalki) i z obrzmialym mitochondrium (m). Sgsiednie dendryty z jasng obrzmialg
cytoplazmg. Pow. 15000 X
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in cytoplasmic organelles (Fig. 11). So were nerve endings, showing in
addition an irregular distribution of synaptic vesicles and their abnor-
mal aggregates (Fig. 11). Oligodendroglial alterations were of the
same nature as in the previous group, although less intense. A great

Fig. 12. Group II. Fragment of upper medulla. Astrocytic processes with swollen
mitochondria (m), distended cisternae of smooth endoplasmic reticulum (ser) and
abundant gliofilaments. X 7 000
Ryc. 12. Grupa II. Fragment goérnej opuszki. Wypustki astrocytarne z obrzmialymi
mitochondriami (m), poszerzonymi zbiornikami gladkiej siateczki $rédplazmatycz-
nej (ser) i obfitymi gliofilamentami. Pow. 7000 X

Fig. 13. Group III. Fragment of striatum. Neuron with some swollen mitochondria
(m) and dense bodies (db). Unchanged satellite oligodendroglial cell. X 7500

Ryc. 13. Grupa III. Fragment prgzkowia. Komoérka nerwowa z obrzmialymi mito-
chondriami (m) i cialami gestymi (db) w cytoplazmie i niezmieniona komérka sa-
telitarnego oligodendrogleju. Pow. 7500 X

8 — Neuropatologia Polska 2/84
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Fig. 14. Group III. Fragment of striatum. In the perivascular area terminal axon

with light cytoplasm, containing an aggregate of the synaptic vesicles (arrow) is

visible. Unchanged neuropil elements and capillary wall. cl — capillary lumen,
ax — myelinated axon, d — dendrite. X 13 000

. Ryc. 14. Grupa III. Fragment prazkowia. Fragment naczynia wlosowatego z sze-
rokim $wiatlem (cl). W okolicy przynaczyniowej widoczne zakonczenie aksonalne
z cytoplazma o malej gestosci elektronowej i agregacja pecherzykoéw synaptycz-

nych (strzatka). Niezmienione aksony (ax) 1 dendryty (d). Pow. 13000 X

Fig. 15. Group III. Fragment of hippocampus. Astrocyte with light cytoplasm
containing swollen mitochondria (m) and extended cisternae of rough (rer) and
smooth (ser) endoplasmic reticulum. X 8500
Ryc. 15. Grupa III. Fragment hipokampa. Komoérka astrogleju z cytoplazmg o ma-
lej gestosci elektronowej, z szerokimi zbiornikami szorstkiej (rer) i gladkiej (ser)
siateczki $roédplazmatycznej i z obrzmialymi mitochondriami (m). Pow. 8500 X

Fig. 16. Group III. Fragment of hippocampus. Swollen mitochondrion (m) from an
astrocytic process with the cytoplasm of low electron density. X 11 000

Ryc. 16. Grupa III. Fragment hipokampa. Obrzmiale mitochondrium (m) w wypust-
ce astrogleju o malej gestosci elektronowej. Pow. 11000 X
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Fig. 17. Group III. Fragment of compact zone of the substantia nigra. Precapillary

vessel with a large lumen (vl). Perivascular astrocytic process (ast) with cytoplasm

of low electron density, containing swollen mitochondrion (m) and remnants of
a disintegrated mitochondrion (arrow). X 13 000

Ryc. 17. Grupa III. Fragment zbitej warstwy istoty czarnej. Naczynie przedwloso-
wate z szerokim s$wiatlem (vl). Przynaczyniowa wypustka astrogleju (ast) z cyto-
plazmg o malej gestosci elektronowej, z obrzmialym mitochondrium (m) i z reszt-

kami rozpadlego mitochondrium (strzatka). Pow. 13 000 X b

number of astrocytes showed remarkable swelling of cytoplasm. In some
of their processes an increased amount of fibrils was present (Fig. 12).

In experimental group III the neuronal and oligodendroglial lesions
were least advanced. In the majority of them both nuclei and cytoplasm
were ultrastructurally normal (Fig. 13). The only persistent ultrastructu-
ral abnox"mality was mitochondrial swelling. However, in both substantia
nigra and striatum numerous nerve endings with abnormally light cy-
toplasm and aggregation of synaptic vesicles were still present (Fig. 14).
Astrocytic abnormalities dominated the electron microscopic picture of
the grey structures examined. They consisted in cytoplasmic swelling,
poor content of subcellular cytoplasmic structures, irregular, vacuolar
distension of smooth and rough endoplasmic reticulum and abnormal
mitochondria (Figs 15, 16). In the substantia nigra a great number of
astrocytes contained an excess of gliofilaments. Perivascular astrocytic
processes were either normal (Fig. 14) or greatly distended (Fig. 17). The

structural components of capillary walls showed no abnormalities (Figs
14, 17).
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DISCUSSION

Our previous studies on experimental manganese intoxication were
strongly suggestive of the predominance of the lesions in the white
matter over those involving the grey matter brain structures (Smialek,
Mossakowski 1981; Mossakowski et al. 1982; 1983). As far as the neu-
ropathology of the grey matter damages due to manganese intoxication
is concerned, they were based exclusively on light microscopic observa-
tions. They contradicted most of the data known from the literature,
concerning the subject, based also on light microscopic observations, ac-
cording to which the leading feature of experimental manganese ence-
phalopathy was severe involvement of grey matter structures (Chandra,
Srivastava 1970; Chandra 1971; Singh et al. 1974). The only finding con-
sistent with some literature data (Makarczenko 1956; Pentschew et al.
1963; Jonderko 1970) was severe damage of substantia mnigra, in which
progressive degeneration of nerve cells and their loss with subsequent
fibrogliosis was present.

The present studies, concerning ultrastructural abnormalities of the
grey brain structures induced by manganese intoxication confirmed in
general our previous observations, although the grey matter lesions were
more generalized and severe than seen in light microscopy.

The pathological process involved all cellular elements of the grey
matter: neurons with their processes and endings, oligodendrocytes and
astroglia. Brain capillaries were least changed. The general pattern of
electron microscopic alterations was similar in all the examined structu-
res and in all experimental groups. However, there existed also some
essential differences between them which permitted to speculate both
on the topographic selectivity of lesions and on the dynamics of the
pathological process and its time sequences.

Despite of the above mentioned similarity of pathological changes
there were two structures of the brain in which the tissue alferations
were more severe, generalized and persistent. These were substantia
nigra and striatum. In the former both neuronal, synaptic and glial
abnormalities were most generalized and severe and they evolved to
neuronal disintegration with their subsequent replacement by astrocytes
with a distinct increase of gliofilaments content. This could be consi-
dered as electron microscopic equivalent of neuronal loss and fibroglio-
sis seen in light microscopy (Smialek, Mossakowski 1981). The most noti-
ceable and persistent ultrastructural abnormalities in the striatum con-
sisted in degeneration of nerve endings, with less obvious neuronal da-
mage. This selective involvement of nigral neurons and their synaptic
system corresponded well with observations concerning the noxious ef-
fects of manganese on the dopaminergic system (Neff et al. 1969; Musta-
fa, Chandra 1971; Chandra, Shukla 1981; Hietanen et al. 1981).
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In other brain structures, most tissue abnormalities seemed to be
reversible, as indicated by the fact that neuronal and oligodendroglial
changes, being most advanced and generalized in the second experimen-
tal group, i.e. in animals surviving one week after the end of intoxica-
tion, almost completely disappeared in the last experimental group. It
has to be proven to what extent this reversibility of changes (if real) may
be connected with the reduction of the tissue content of the toxic agent
after exposure to it has been ceased, as postulated by Hietanen et al.
(1981). Two factors may be involved in the normalization of the electron
microscopic picture of most grey structures, observed in the last ex-
prerimental group. The first is a real reversibility of cellular changes.
Such a situation has been noticed in many other lesions to nerve and
glial cells under experimental conditions. The second one is total disinte-
gration and disappearance of irreversibly damaged cells. This is usually
accompanied by either the presence of cellular residua or appearance
of glial replacement with gliofilaments proliferation. Both these factors
can also operate together. This seems more probable, as some of the ob-
served neuronal changes have been proven to be irreversible (Brierley
et al. 1973; Garcia et al. 1978).

The astrocytic abnormalities were most persistent. They were still
present in the last experimental group, while at that time neuronal and
oligodendroglial alterations were practically absent in most of the brain
areas, except substantia nigra. However, a distinct evolution of astrocy-
tic changes was seen. In the two earlier experimental groups they con-
sisted in remarkable cytoplasmic swelling of perikarya and processes,
while in the latest group this was replaced in most instances by gliofi-
laments proliferation. The same time sequences were noticed in the
white matter under identical experimental conditions (Mossakowski et
al. 1982; 1983).

The most striking abnormality in all cellular compartments of the
grey matter consisted in severe damage to mitochondria. The high af-
finity of the metal to these cytoplasmic organelles is very well known
(Cotzias 1958; Autissier 1974). Ultrastructural mitochondrial lesions were
consistent with biochemical and histochemical data, indicating severe
impairment of the activity of mitochondrial enzymes in experimental
manganese encephalopathy (Chandra 1972; Seth, Husain 1974; Singh et
al. 1974; Sitaramaya et al. 1974; Hietanen et al. 1981). The question of
the molecular mechanism of mitochondrial damage remains open. Perhaps
it is connected with the membrane stabilizing function of manganese
(Aston 1980) or its role as enzymatic cofactor (Leach, Lilburn 1978). The
damaging effect of the metal on mitochondrial calcium transport has
also to be taken into consideration (Leach, Lilburn 1978). Unanswered
is also the problem of the greater sensitivity to its damaging action of
astrocytic and axonal mitochondria as compared with that of mitochon-
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dria in the neuronal perikarya and oligodendrocytes (Mossakowski et al.
1982; 1983). Nevertheless it seems plausible to consider that primary
mitochondrial structural lesions with their metabolic consequences may
be responsible for the changes involving other subcellular elements, ob-
served in our material.

Basing on our present and previous observations (Smiatek, Mossakow-
ski 1981; Mossakowski et al. 1982; 1983) it is justified 'to state that
subchronic intoxication with manganese chloride, applied intravenously,
can result in toxic encephalopathy, dominated by involvement of the
white matter, revealing characteristic light- and electron-microscopic
alterations with a relatively slight, reversible and mostly selective dama-
ge to the grey matter structures. The discrepancy of our observations
with other descriptions, stressing predominance of grey matter damage
remains unanswered. Perhaps it may be connected with the kind of
manganese compound used, its dosage, duration of intoxication and spe-
cies-dependent animal differences. Comparison of the electron-microsco-
pic alterations is also necessary. To our knowledge all morphological
studies on experimental manganese encephalopathy have been carried
out hitherto at the light-microscopic level.

USZKODZENIA ULTRASTRUKTURALNE ISTOTY SZAREJ MOZGU
W DOSWIADCZALNYM ZATRUCIU MANGANEM

Streszczenie

Przedstawiono wyniki mikroskopowo-elektronowych badan istoty szarej moézgu
w dos$wiadczalnym zatruciu chlorkiem manganowym. Zwierzeta doswiadczalne otrzy-
mywaly dozylnie roztwér chlorku manganowego w lgcznej dawce 240 mg Mn+t+/kg
masy ciala, rozdzielonej na 7 porcji podanych w okresie 4 tygodni. Zwierzeta zabi-
jano w grupach po uplywie 24 godz., 7 i 28 dni po zakonczeniu zatruwania.

Stwierdzono, ze w badanych strukturach osrodkowego ukladu nerwowego wy-
stepowaly umiarkowane uszkodzenia wszystkich elementéw komérkowych tkanki.
Uszkodzenia komérek nerwowych najsilniejsze po uplywie 7 dni od zakonczenia
zatruwania, cofaly sie w dalszym okresie obserwacji (z wyjatkiem istoty czarnej
i prazkowia, w ktérych wykazywaly dalszg progresje). Podobnie zachowywatly sie
nieprawidlowoséci oligodendrogleju, dotyczace gléwnie okoloneuronalnych komoérek
satelitarnych. Uszkodzenia astrocytow utrzymywaly sie we wszystkich grupach
doswiadczalnych, w ostatniej wyrazaly sie one postepujgcg hiperplazja elementow
filamentarnych. We wszystkich strukturach przewazaly nieprawidlowos$ci mito-
chondrialne.

Autorzy podkreslajg, ze w przeciwienstwie do wiekszos$ci danych z pi§miennic-
twa, w zastosowanym modelu doswiadczalnej encefalopatii manganowej, przewa-
zaja uszkodzenia istoty bialej. Zmiany w istocie szarej sg mniej nasilone i majg
charakter w wiekszo$ci odwracalny. Wybiorcze uszkodzenia istoty czarnej i pragz-
kowia stanowig morfologiczny wykladnik upos$ledzenia ukladu dopaminergicznego
przez mangan. Wiodgce uszkodzenia mitochondriow wigzg sie z powinowactwem
manganu do tych wiasnie struktur subkomoérkowych, wystepujgcym zaréwno w wa-
runkach prawidlowych, jak i w stanach chorobowych.
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VJIBTPACTPYKTYPHBIE ITOBPEXJIEHUS CEPOI'O BEIECTBA I'OJIOBHOI'O MO3I'A
B DKCIIEPUMEHTAJIBHOM OTPABJIEHUU MAPI'AHIIOM

Pe3iome

IIpencraBiedsl pe3y/IbTaThl 3JIEKTPOHHO-MHKPOCKOMMYECKHX HMCCIENOBAHHI CEPOro BeleCcTBa
rOJIOBHOIO MO3ra B 3KCHEPHMEHTAIbHOM OTPABJICHHH XJIOPHCTHIM MapraHuoM. DKCIePHMEHTa b=
HbI€ XABOTHBIE [TOJIy4aJI BHYTPEHHO PacTBOP XJIOPHCTOro Mapranua B obuieit nose 240 mr Mn*+/xr
Maccel Tena, pa3ieneHHo Ha 7 MOpLUyii BBOJAUMBIX B TedeHHe 4 Henelb. JKXABOTHBIX yOUBaA B rpyI-
max rno ucredyeHuu 24 4acos, 7 u 28 OHE 1mOCIe OKOHYAHUS OTPABJICHHS.

KoHcTaTApOBaHO, 4YTO B HMCCIEAYEMBIX CTPOCHHSAX HEHTPAIbHOX HEPBHOM CHCTEMBI BHICTY-
najad yMepeHHbIe MOBPEKICHUS BCEX KJIETOYHBIX JJIEMEHTOB TKaHU. IIOBpEXIEHAS HEPBHBIX Kile-
TOK, CaMble CHJIbHBIE TI0 MCTEYEHHH 7 JHEH OT OKOHYAHMSI OTPABIICHMS, OTCTYNAIM B JaJbHEHIIEM
nepuone HaOMIONeHHs, 32 MCKIIFOYEHHEM 4YePHOrO BEIIeCTBA M CTPHATYMa, B KOTOPBIX OHH IIPO-
ABIISUTH JalibHeHuIyto mporpeccuio. [Tomo0nsiM 00pa3som Benu ce0si HEeNpPaBUIIBHOCTH OJIMTOJICH-
JIPOTJIAH, OTHOCSIIKECS TJIaBHBIM O0pa3oM K OKOJIOHEHPOHATBHBIM CATEJUIMTAPHBIM KJIETKaM.
IToBpexIeHnsI aCTPOLMTOB YIEPKMBAIMCh BO BCEX IKCIHEPHUMEHTAJIbHBIX TPYNNax, B MOCIEIHEH
OHH BBIPAXaJIMCh B IMPOTPECCHPYIOLIEH Trumnepia3uy GpuaaMeHTapHbiX 3JeMeHToB. Bo Bcex CTpo-
eHHsAX mnpeobiafand MHUTOXOHAPHAIbHBIE HENPaBUIBHOCTH.

ABTOpBI IIOM4EPKUBAIOT, YTO B IPOTHBOIMOJIOKHOCTE OOJILLIMHCTBY JAHHBIX M3 JIATEPATYPbI
B NPUMEHEHHON AKCIEPHMMEHTAJILHOW MOIENH MapraHueBoi snuedanomatuu npeobranaior mo-
BpexaeHus O6enoro semiecTBa. Vi3MeHeHHsI B CEPOM BELLIECTBE MEHEE HHTEHCHBHBI M HMEIOT B 60JIb-
INAHCTBE OOpaTUMeIil Xapaktep. CeJeKTHBHBIE MOBPEXICHHS YEPHOrO BEIIECTBA M CTPHATYMA
COCTaBJIAIOT MOPGOIOTHYECKni Moka3aTenb ocnabneHus HOhaMHHIPIHIECKOM CHCTEMBI MapraH-
oM. Benyiime moBpexaeHuss METOXOHAPHI aBTOPHI CBA3BIBAIOT CO CPOJACTBOM MapraHua K TemM
HMMEHHO CyOKJIeTOYHBIM CTPOEHHSIM, BHICTYNAIOUIMM KaK B HOPMAJIbHBIX YCJIOBHAX, TaK M B [IATO-
JIOrHYECKHX COCTOSHHSX.
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Manganese (Mn) is widely distributed in nature but occurs only in
trace amounts in biological material, particularly in animal tissues.
A deficiency of this essential trace element results in a wide variety of
structural and physiological defects which reflect altered biochemical
functions (Underwood 1977). It is known that Mn plays an important
role in the maintenance of normal function of central nervous system
(CNS). It seems likely that the metal fulfils this role in conjunctions
with enzymes acting as their dissociable cofactor (Utter 1976). In excess
Mn is toxic. Manganese toxicity induces disorders in the function of the
CNS in experimental animals and humans with symptoms similar to
those of Parkinson’s disease (Cotzias 1958; Chandra 1970; Smialtek, Mossa-
kowski 1981). It was recently reported by Rehnberg et al. (1980) that
chronic Mn exposure of the young rats results in its high brain and pitui-
tary concentrations. As it was revealed, the relative levels of Mn in
cerebrum, hypothalamus and pituitary were 16—30 times higher than
those in control tissues for the same age. It is also supposed that an
unusual accumulation of manganese may be controlled by genetically
conditioned processes (Ulmer 1973). Manganese produces a dose-depen-
dent depression of proliferation, inhibition of the colony forming ability
and DNA synthesis in mammalian cell lines in vitro (Fisher, Skreb 1980).
It also stimulates the misincorporation of both ribo- and desoxyribonu-
cleotides in various in vitro systems (Murray, Flessel 1976), and reduces
phagocytosis in alveolar macrophages (Graham et al. 1975). Manganese
is not considered a carcinogenic metal (Sunderman 1978).

The site and the mode of action of manganese at the cellular level are
yet little known. The aim of present study was to determine on a
ultrastructural basis the susceptibility of neurohypophyseal glial cells
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—pituicytes—to manganese toxicity. Using the technique of organotypic
culture of 14 day hypophyseal neural lob2s derived from newborn rats,
the direct effects of manganese on the morphological structure of neuro-
hypophyseal glial cells, were investigated.

MATERIAL AND METHODS

Organotypic cultures were prepared from newborn Wistar rat neural
lobes. The neural lobes were separated from the pars intermedia and
pars distalis of the hypophysis. After removal of the capsular connective
tissue, neural lobes were explanted on collagen-coated coverslips and
maintained in Carrel flasks. The nutrient medium, renewed twice week-
ly, consisted of 50° human serum, 40% Earle’s solution (pH 7.2), and
10% 9-day-old chicken embryo saline extract. It was supplemented with
glucose to a final concentration of 600 mg/100 ml and penicillin of 100
units/ml. The pH of the medium ranged from 7.0 to 7.3.

Selected 14 day cultures were subjected to manganese chloride for
three days. Manganese chloride was added to the incubating medium in
two doses: 6 and 12 mg%o.

For electron microscopy the cultures were briefly rinsed in Locke’s
. solution. The fixation was carried out in 1.5% glutaraldehyde in 0.2 M
cacodylate buffer, pH 7.2, for 30 min at 4°C. The tissues were then rin-
sed in the same buffer for 1 h, and postfixed for 1 h in 1.5% osmium
tetroxide in 0.2 M cacodylate buffer, pH 7.2. The cultures were embed-
ded in Epon 812, and ultrathin sections counterstained with uranyl
acetate and lead citrate and examined with a JEM 7 A electron micro-
scope.

RESULTS

Group I

Fourteen day cultured pituicytes of newborn rats, exposed for three
days to manganese chloride in a dose of 6 mg%bo in culture medium, re-
vealed ultrastructural abnormalities in comparison to control cultures.
of the same age. The general morphological features of cultured pitui-
cytes have been described previously (Zareba-Kowalska et al. 1983; Gaj-
kowska, Zareba-Kowalska 1983), so they will not be repeated in the
present report.

Two categories of pituicytes could be distinguished in experimental
cultures. The majority of pituicytes belonged to the first category. In
these cells a significant increase in smooth endoplasmic reticulum (SER)
was observed in contrast to relative scarcity of RER profiles. The SER
formed a three-dimensional network of channels, frequently dilated and
filled with an amorphous substance of moderate electron-density. Also
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observed was a profusion of smooth-surfaced vesicles in close associa-
tion with the SER system (Fig. 1). Striking changes affected the mito-
chondria. Most of them were swollen and exhibited an electron lucid
matrix and a reduced number of cristae often placed in peripheral po-
sition. In some pituicytes with swollen mitochondria numerous glycogen
particles as well as lipid droplets were observed (Figs 2, 3). The cellu-
lar nuclei of some pituicytes belonging to this cell population showed
changed nucleoli. Observed changes resembled segregation of nucleolar
material on granular and fibrillar parts.

Less numerous pituicytes belonging to the second category had nor-
mally developed RER and SER but in some of them an increased num-
ber of lipid droplets appeared. The majority of mitochondria in these
cells were normal and only some of them contained osmophilic inclu-
sions. The nuclei and nucleoli of these cells did not reveal any abnor-
malities (Fig. 4).

It is worth noting that some pituicytes in this experimental group
contained numerous filaments scattered between cytoplasmic organel-
les (Fig. 5).

Group II

Fourteen day cultured pituicytes exposed for three days to man-
ganese chloride in a dose of 12 mg%s revealed more marked changes in
ultrastructure. Nearly all pituicytes possessed altered nucleoli, showing
segregation of its material while in their damaged, electron-lucent cyto-
plasm inclusion bodies containing osmophilic material were observed.
Also observed was the decrease in the number of ribosomes and poly-
ribosomes (Fig. 6).

In some pituicytes with less damaged cytoplasm, apart from normal
mitochondria there were also abnormal mitochondria, mostly swollen
with shortened and aggregated cristae or devoid of cristae (Fig. 7).

In some cells large lipid droplets were visible in the cytoplasm
(Fig. 8).

DISCUSSION

In the present experimental conditions dose-related cellular effects
of manganese intoxication could be demonstrated in neurohypophyseal
glial cells, i.e., pituicytes. Our studies revealed ultrastructural altera-
tions both in the cytoplasm of pituicytes as well as in their nuclei. The
most striking changes concerned mitochondria. It was possible to follow
the subsequent stages of these changes: swelling, accumulation of osmo-
philic bodies and final transformation into inclusion bodies. Our results
confirm previous observations that manganese enters mitochondria
where it causes morphological alterations (Cotzias 1958: Autissier 1974;
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Fig. 1. Group I. Pituicyte treated with manganese chloride showing extensively
developed SER. X 13350

Ryc. 1. Grupa I. Pituicyt poddany dzialaniu chlorku manganawego. Silnie rozwinig-
ta SER. Pow. 13350 X

Gajkowska et al. 1983). These mitochondrial abnormalities are a result
of manganese accumulation leading to their functional disorder and re-
flect an especially important relationship between manganese and mito-
chondria. It is also worth noting that within untreated, normal cells
mitochondria are organelles, which are richest in Mn content and have
served as starting material for the isolation of several manganese-con-
taining metalloproteins (Leach, Lilburn 1978). Our attention was also
drawn to the appearance of excessive amounts of glycogen and/or
lipids associated with mitochondrial abnormalities in some manganese
treated pituicytes. Similar observations were previously made in astro-
cytes in manganese treated cultures of rat striatum by Gajkowska et al.

Fig. 2. Group I. Pituicytes exhibiting swollen mitochondria devoid of cristae (m)
and numerous glycogen particles in cytoplasm. X 13 350
Ryc. 2. Grupa 1. W cytoplazmie pituicytow obrzeknigte mitochondria pozbawione
grzebieni (m) i liczne ziarna glikogenu. Pow. 13 350 X
Fig. 3. Group I. Pituicyte with altered nucleolus and well developed SER is
visible. X 11500

Ryc. 3. Grupa 1. Pituicyt ze zmienionym jaderkiem i dobrze rozwinigta SER. Pow.
11500 X
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Fig. 4. Group I. Pituicyte. Note well developed RER, numerous lipid droplets and
mitochondrium containing osmophilic bodies (arrow) in cytoplasm. X 13350
Ryc. 4. Grupa I. Pituicyt. W cytoplazmie widoczna dobrze.rozwinieta RER, liczne
krople lipidowe i mitochondrium zawierajace ciala osmofilne (strzatka). Pow.

: Y 13350 X

(1983). Following the hypothesis of Tassin and Brucher (1982) concerning
the pathogenesis and etiological classification of mitochondrial disorders,
these morphological pictures may be interpreted as a result of an enzy-
me deficiency within the Krebs cycle or in the respiratory chain. When
there is an enzyme deficiency, carbohydrates, lipid metabolites and their
precursors accumulate above the normal level. The findings of Fisher
and Skreb (1980) that lactic acid production is stimulated in manganese

Fig. 5. Group I. Pituicytes. Swollen mitochondria and numerous filaments (arrows)
are visible in cytoplasm. X 9000
Ryec. 5. Grupa 1. Pituicyty. W cytoplazmie obrzekniete mitochondria i liczne filamenty
(strzalki). Pow. 9000 X

Fig. 6. Group II. Pituicyte showing changed nucleolus. In cytoplasm mitochondria
transformed in inclusion bodies, decreased number of free ribosomes and poly-
ribosomes are visible. X 13 500
Ryc. 6. Grupa II. Pituicyt ze zmienionym jaderkiem. W cytoplazmie widoczne mi-
tochondria przeksztalcone w ciala wtretowe, zmniejszona liczba wolnych ryboso-
moéw 1 polirybosoméw. Pow. 13500 X
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treated cells in vitro may be explained as a compensatory mechanism
following impairment of oxydative respiration. The same authors re-
ported the inhibitory effects of manganese chloride on proliferation,
colony formation and DNA synthesis in several mammalian cell lines.
The depression of 3H thymidine incorporation the authors explained by
the direct effects of manganese on DNA or its influence on other cellu-
lar targets. Our morphological findings: alterations in cellular nuclei
and decrease in the number of free ribosomes, polyribosomes and of
RER profiles may suggest the inhibition ¢f protein synthesis in treated
pituicytes.

The appearance of filaments in large amounts in some pituicytes
subjected to the influence of manganese chloride may be associated with
unexpected change of the cytoskeleton organization. The possibility can-
not be excluded, nevertheless, that this phenomenon may be related to
adaptation of cells to specific culture conditions, which was previously
reported (Weinstein, Kornblith 1971).

We do not know what quantities of manganese ions were taken up
by the cells, during their exposure to metal action, but it can be suppo-
sed that considerable amounts of Mn must bind to the cells in a time
and concentration-dependent manner. The vltrastructural abnormalities
observed in the cells treated can be interpreted as a morphological ex-
pression of disturbances in cell metabolism caused by the toxic action
of manganese. Ultrastructural alterations in cultured pituicytes were
the sum of the effects resulting from numerous intracellular processes
and membrane events. The rapidity and importance of mitochondrial re-
action, however, must be stressed.

WPLYW MANGANU NA ULTRASTRUKTURE PITUICYTOW IN VITRO

Streszczenie

Badano wplyw jonéw manganu na obraz morfologiczny komérek glejowych
(pituicytow) plata nerwowego przysadki szczura in vitro. Mangan wywoluje zabu-
rzenia metabolizmu komérkowego ktére objawiajg sie charakterystycznymi zmia-
nami morfologicznymi: uszkodzeniem mitochondriéw, pojawianiem sie nadmiernej
ilosci glikogenu, ciat lipidowych oraz filamentéw. Stopien nasilenia zmian jest
wprost proporcjonalny do stezenia jonéw manganu w medium hodowlanym.

Fig. 7. Group II. Fragment of pituicyte cytoplasm with vacuoles containing osmo-
philic material is visible. X 13 350

Ryc. 7. Grupa II. Fragment cytoplazmy pituicytu z wakuolg zawierajgea ma-
teriat osmofilny. Pow. 13 350 X
Fig. 8. Group II. Pituicyte containing large lipid bodies in cytoplasm (Li), X 13 350

Ryc. 8. Grupa II. Pituicyt. W cytoplazmie obecne duze ciala lipidowe (Li). Pow.
13350 X
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BJINSIHUE MAPI'AHLIA HA VJIbTPACTPYKTYPY IUTYULIUTOB IN VITRO

Pe3ome

WiccnenoBaHo BIMSIHME MOHOB MapraHiua Ha MOpd)OHOI'K'l&CKy!O KapTUHY IJIHAJIBHBIX KJIETOK

(UATYHIATOB) HEPBHOMU Ao rumodu3a KphICHL in vitro. MapraHel BbI3bIBAeT paccTpoiicTsa Kie-
TOYHOTO MeTaboaM3Ma, KOTOPbIE MPOABIISIOTCS B XapaKTePHBIX MOPDOIOrHYECKHX H3MEHEHHUSX:
HOBPEXKIEHUAX MHTOXOH/IDH, B MOSBIEHHH 4YPE3MEPHOTO KOJIMYECTBA IJIMKOT€HA, JIMIAIHBIX
Ten a Takxke ¢unamenToB. CTeneHb MHTEHCHBHOCTH W3MEHEHHMI MPAMO NMPONOPLMOHAILHA K KOH-
LIEHTpALM¥ HOHOB MapraHua B KyJIbTYPHO# Cpexs.
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DZIAL KRONIKI I INFORMACJI

W 1983 r. na comiesigcznych posiedzeniach Stowarzyszenia Neuropatologéow
Polskich przedstawiono nastgpujjce doniesienia:

22 stycznia 1983 r.

— P. P. Liberski (Klinika Neurologii AM L6dz) — ,, Komorki tuczne w Kklaste-
rowym bolu glowy”.

— J. Szymas, W. Liebert (Zaklad Anatomii Patologicznej AM, Poznan) —
,Glejak wieloogniskowy”.

19 lutego 1983 r.

— L. Iwanowski (Pracownia Neuropatologii Rozwojowej CMDiK PAN, War-
szawa) — ,,Niektore aspekty badan nad mechanizmem powstawania zlogéw amyloi-
du w do$wiadczalnej scrapie i na materiale sekcyjnym?”.

— P. P. Liberski (Klinika Neurologii AM, EL6dZ) — ,Eksperymentalna scrapie
u chomikow?”.

18 marca 1983 r.
— J. Kulczycki, H. Kroh (Instytut Psychoneurologiczny i CMDiK PAN, War-

szawa) — ,,Cialka wstrzagsowe w naczyniach moézgu”.
— M. Poéttorak, A. Czlonkowska, K. Nowicka (Instytut Psychoneurologiczny,
Warszawa) — ,,Przypadek przewleklej biataczki limfatycznej ze zmianami w ply-

nie mézgowo-rdzeniowym — analiza immunologiczna”.
22 kwietnia 1983 r.

— D. Maslinska (Pracownia Neuropatologii Rozwojowej CMDIK PAN, War-

szawa) — ,Metabolizm serotoniny (5-HT) w moézgu po podaniu zwigzku fosforo-
organicznego — dichlorfosu”.
— A. Kedzia (Zaklad Anatomii Prawidlowej AM, Wroclaw) — ,Obraz zytl

mostkowych w réznych okresach zycia czlowieka i ich rola w patogenezie krwia-
koéw podtwardowkowych”.
20 maja 1983 r.

— A. Jedrzejewska (Pracownia Neuropatologii Zakladu Diagnostyki Patomor-
fologicznej CMKP, Warszawa) — ,Obraz neuropatologiczny $rédsciennego uktadu
wegetatywnego przewodu pokarmowego szczura, §winki morskiej i czlowieka”.

— J. Kaluza, D. Adamek (Pracownia Neuropatologii Instytutu Neurologii AM,
Krakow) — ,,Ependymoma globocellulare”.

21 pazdziernika 1983 r.

— D. Maslinska (Pracownia Neuropatologii Rozwojowej CMDiK PAN, War-
szawa) — ,,Wplyw cyklofosfamidu na elementy strukturalne moézgu krélika w okre-
sie rozwoju”.

— M. Dambska (Pracownia Neuropatologii Rozwojowej CMDiK PAN, War-
szawa) — ,Mielinizacja moézgu krolika pod wplywem dzialania cyklofosfamidu”.
18 listopada 1983 r.

— P. P. Liberski, W. Papierz, J. Alwasiak (Klinika Neurologii AM, Zaklad
Anatomii Patologicznej AM, Zaklad Onkologii AM, k6dz) — ,Przypadek przekazy-
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walnej encefalopatii ggbczastej z nietypowym obrazem neuropatologicznym. Ba-
dania w mikroskopie swietlnym i elektronowym”.

— P. P. Liberski (Klinika Neurologii AM, LédZ) — ,Przekazywanie atypowej
encefalopatii gabczastej na chomiki”.
16 grudnia 1983 r.

— A. Wajgt (Klinika Neurologii AM, Poznan) — ,Badania nad izolacjg i im-
munogennosciag MAG (myelin associated glycoprotein”).

— J. Szymas$, A. Wajgt (Zaklad Anatomii Patologicznej Instytutu Biostruktury
AM, Klinika Neurologii AM, Poznan) — ,Identyfikacja morfologiczna MAG w gle-
jakach moézgu”.

&

11 VI 1983 r. odbylo sie w Gdansku Walne Zebranie Sprawozdawczo-Wybor-
cze Sekecji Neurologii Rozwojowej Polskiego Towarzystwa Neurologicznego.

Przewodniczgcg Sekcji wybrana zostala kol. Jagna Czochanska, w sklad Za-
rzadu weszly kol. Katarzyna Szelozynska i Krystyna Matheisel.

*

12 stycznia 1984 r. odbylo sie¢ w Instytucie Psychoneurologicznym w Warszawie
posiedzenie Krajowego Zespolu Specjalistycznego w dziedzinie neurologii. Posiedze-
niu przewodniczyl prof. dr hab. Ignacy Wald. Podsumowano roczng dzialalnosé
Zespolu, przyjeto sprawozdanie oraz przedstawiono plan dzialania na 1984 r.

Dalsza cze$é posiedzenia poswiecona byla omoéwieniu biezacej sytuacji i per-
spektyw rozwoju neurologicznej opieki zdrowotnej. Zwrécono przede wszystkim
uwage na brak s$redniego i nizszego personelu w wielu oddzialach neurologicz-
nych, jak réwniez na zbyt malg liczbe neurologéw, neuropatologéw i patomorfolo-
gbw, co utrudnia znacznie weryfikacje rozpoznan klinicznych. Moéwiono takze
o potrzebie podyplomowego szkolenia lekarzy neurologéw, wskazujac na trudno-
$§ci w zorganizowaniu systematycznego doksztalcania lekarzy specjalistow I i II
stopnia oraz na potrzebe prowadzenia kurséw z zakresu neuropatologii w innych
o$rodkach, poza Instytutem Psychoneurologicznym. Instytut ten w ramach dwéch
kurs6w rocznie nie jest w stanie przeszkoli¢é w zakresie neuropatologii wszystkich
neurologéw, przygotowujacych sie do egzaminu II stopnia. Ostatnio sytuacja w tym
zakresie poprawila sig dzigki temu, Ze o$rodek krakowski (prof. J. Katuza) i 16dzki
(dr med. W. Papierz) podjeli inicjatywe szkolenia na kursach neurologéw ze swo-
jego rejonu. Ponadto uznano, ze nalezaloby dla neurologéw — specjalistow I i II
stopnia — wprowadzi¢ obowigzkowe szkolenia, po$wiecone postepom w dziedzinie
diagnostyki i terapii podstawowych choréb neurologicznych, podobne do tych, jakie
sg organizowane dla ordynatoréw oddzialéw neurologicznych.

Na zakonczenie posiedzenia ustalono tre$¢ memorialu Krajowego Zespolu Spe-
cjalistycznego dla Ministra Zdrowia i Opieki Spolecznej, w sprawach wymagajg-
cych pilnego rozwigzania.

14 stycznia 1984 r. w Sali Lustrzanej Palacu Staszica w Warszawie odbyla sie
uroczysta Sesja Naukowa dla uczczenia XX rocznicy $mierci Prof. Adama Opal-
skiego. Sesje zorganizowaly Zarzady Glowne Polskiego Towarzystwa Neurologicz-
nego oraz Stowarzyszenia Neuropatologow Polskich.

Z okazji Sesji zorganizowana zostala wystawa prac naukowych, pamigtek
i dokumentéw, zwigzanych z dzialalnoscig Prof. Opalskiego.

Jerzy Dymecki
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WARUNKI PRENUMERATY

Prenumerate na kraj przyjmujag Oddzialy RSW Prasa-Ksigzka-Ruch oraz
urzedy pocztowe i doreczyciele w terminach:
— do dnia 25 listopada na I poélrocze roku nastepnego i na caly rok nastepny,
— do 31 maja na II polrocze roku biezgcego.
Cena prenumeraty:

péirocznie — 200 zi
rocznie — 400 zt

Jednostki gospodarki uspolecznionej, instytucje, organizacje i wszelkiego ro-
dzaju zaklady pracy zamawiajg prenumerate w miejscowych Oddzialach RSW
,Prasa-Ksigzka-Ruch”, w miejscowosciach, w ktorych nie ma Oddzialow RSW —
w urzedach pocztowych. Czytelnicy indywidualni oplacaja prenumerate wylacznie
w urzedach pocztowych i u doreczycieli.

Prenumerate ze zleceniem wysyltki za granice przyjmuje RSW ,Prasa-Ksigzka-
Ruch”, Centrala Kolportazu Prasy i wydawnictw, ul. Towarowa 28, 00-958 War-
szawa, konto NBP XV Oddzial w Warszawie nr 1153-201045-139-11. Prenumerata
ze zleceniem za granice jest drozsza od prenumeraty krajowej o 509 dla zlece-
niodawcow indywidualnych i o 100°% dla zlecajgcych instytucji i zakladéw pracy.
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