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PAWEEL M. GROCHOWICZ

ALLOGENICZNY PRZESZCZEP NERWU OBWODOWEGO

Zaklad Chirurgii Transplantacyjnej Centrum Medycyny
Doéwiadczalnej i Klinicznej PAN, Warszawa

Przerwanie cigglosci nerwu obwodowego prowadzi do utraty funkeji
ruchowej i czuciowej. Do anatomicznego przerwania cigglosci nerwu do-
chodzi wskutek urazu mechanicznego, a takze po chirurgicznym usunieciu
nerwiaka lub nowotworu nerwu. Przerwanie cigglosci funkcjonalnej
moze nastgpi¢ z powodu zwldknienia w nastepstwie przewleklego ucisku,
lub niedokrwienia tkanki podporowej nerwu obwodowego. W takiej sy-
tuacji niezbedne jest zszycie kikutow zdrowych czesci nerwu. Poniewaz
jednak uszkodzeniom towarzyszy z reguly ubytek czesci nerwu, zszycie
koniec do konca powoduje napiecie w linii zespolenia i konieczne jest
wykonanie przeszczepu. Ocena histologiczna i elektrofizjologiczna rege-
nerujgeych wiékien osiowych u psa w doswiadczeniach przeprowadzo-
nych przez Miyamoto i Tsuge (1981) wykazala, ze polgczenie kikutow
nerwu z zastosowaniem autologicznego przeszczepu daje lepsze wyniki
miz zespolenie koniec do konca wykonane pod niewielkim napigciem rze-
du 25 g, odpowiadajace ubytkowi $rednio 1,7 cm. Wykonanie zespolenia
pod napieciem prowadzi do upos$ledzenia ukrwienia kikutéw i miejsca
zespolenia. Przy napieciu 25 g ulegajg zamknigciu poprzeczne polaczenia
miedzy zewnatrz- i wewnatrzpochodnym ukladem naczyniowym nerwu.
Przy wzroscie napiecia kikutéw do 50 g (Sredni ubytek 2,7 ecm) wyste-
puje zwezenie $wiatla duzych naczyn ukladu zewnatrzpochodnego epi-
neurium. Przy napieciu 75 g (sredni ubytek 3,1 cm) nie mozna juz uwi-
doczni¢ ukladu wewnatrzpochodnego naczyn, tj. naczyn peri- i endo-
neurium.

Skutkiem uposledzenia unaczynienia jest obrzek wiokien osiowych,
ich czes$ciowe zwyrodnienie i przerwanie cigglosci niektérych widkien.
Dochodzi réwniez do naciekéw komoérkowych w ostonce mielinowej (Miy-
amoto i wsp. 1979). W badaniu elektrofizjologicznym (elektromiografia)
stwierdzono adekwatne do stopnia napiecia uposledzenie funkcji nerwu
{Miyamoto 1979). Milesi i wsp. (1967, 1972) wykazali w badaniach kli-
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nicznych i doswiadczalnych, Ze rozplem tkanki lgcznej w miejscu ze-
spolenia jest proporcjonalny do napiecia pod jakim zeszyto nerw. Utrud-
nia to regeneracje wilokien osiowych przez linie zespolenia i sprzyja
powstawaniu nerwiakow. W przypadkach klinicznych, gdy zespolenie
nerwu koniec do konca jest niemozliwe z powodu nadmiernego napiecia,
metodg z wyboru jest zastosowanie autologicznych przeszczepéw ner-
wow skornych (Suderland 1968, Van Beek, Kleinert 1979, Milesi 1981).
Nerwem najcze$ciej uzywanym do przeszczepu jest n.suralis (Suder-
land 1968; Van Beek, Kleinert 1979). Przy duzych ubytkach grubych
nerwoéw, jak nerwu kulszowego, czy splotu barkowego wykonanie prze-
szczepu autogennego jest niemozliwe z braku dostatecznej ilosci materia-
tu do przeszczepu. Jedynym sposobem przywrocenia cigglo$ci nerwu jest
w takim wypadku zastosowanie przeszczepu allogenicznego (Milesi 1981).
Zastosowanie takiego przeszczepu powiklane jest jednak immunologicz-
ng reakcjg odrzucania przeszczepu. Reakcja ta prowadzi do zniszczenia
przeszezepu przez naciekajgce cytotoksyczne komorki biorcy, co w kon-
sekwencji uniemozliwia reinerwacje. Przeszczepianie nerwéw alloge-
nicznych nie jest wiec metodg Kkliniczng. Poniewaz jednak pozo-
staje ono perspektywicznie jedyng metoda terapeutyczng w duzych ubyt-
kach nerwow, prowadzone sg badania do$wiadczalne i kliniczne majgce
na celu wyjasnienie ciggle niejasnego mechanizmu odrzucania przeszcze-
pu nerwu i ograniczenie tej reakcji.

Antygenowo$¢ nerwéw obwodowych

Nerw obwodowy posiada antygeny transplantacyjne. Wykonano sze-
reg badan podstawowych majgcych na celu ich zlokalizowanie. W ba-
daniach z uzyciem mikroskopu elektronowego stwierdzono, ze komorki
jednojadrzaste biorcy naciekajgce przeszczep allogeniczny, ,,atakuja”
ostonki mielinowe wilokien osiowych (Das Gupta 1967; Pollard, Fitzpa-
trick 1973; Pollard, McLeod 1980). W przeszczepach poddanych zwyrod-
nieniu wstepnemu, (predegeneration) przed przeszczepieniem, przez okrgs
co najmniej 3 tygodni, tj. w czasie dostatecznie dlugim do uprzatniecia
przez makrofagi fragmentow ostonki mielinowej, po przeszczepieniu na-
cieczenie przeszczepu allogenicznego przez komoérki jednojadrzaste bior-
cy zmniejsza sie bardzo znacznie (Verhoog, Van Bekkum 1971). Fakty
te przemawiaja za tym, ze jedng z lokalizacji antygenéw transplanta-
cyjnych w allogenicznym przeszczepie nerwu obwodowego sg oslonki
mielinowe wlokien osiowych wytworzone przez komoérki Schwanna. Blo-
na podstawna komoérek Schwanna tworzgca ,,rurki neurolemmalne” naj-
prawdopodobniej nie zawiera antygenow transplantacyjnych (Aquayo,
Bray 1980). O lokalizacji antygenéw transplantacyjnych w epineurium
Swiadczg doswiadczenia przeprowadzone przez Levinthala i Browna
(1978) oraz przez Levinthala i wsp. (1978 a,b). Przeszczep allogeniczny
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pozbawiony epineurium wykazywal znacznie mniejsze naciekanie przez
limfocyty niz przeszczep pelnej grubosci. Wtérne odrzucanie allogenicz-
nego przeszczepu skory (second set rejection) u szczuréw, ktorym 17 dni
przed przeszczepieniem skoéry przeszczepiono allogeniczny nerw obwo-
dowy wystapilo o jeden dzien pézniej w grupie, w ktorej przeszczep
nerwu pozbawiony byl epineurium.

Proces odrzucania przeszczepu

Swiezy przeszczep allogeniczny nerwu obwodowego wywoluje reak-
cje biorcy — odrzucanie przeszczepu. Immunologiczny charakter tej re-
akeji potwierdzajg prace doswiadczalne. W do$wiadczeniach na szczurach
(Verhoog, Van Bekkum 1971), oceniano naciek fragmentu allogenicznego
przeszczepu nerwu obwodowego przez komorki jednojadrzaste. Zmiany
oceniano w arbitralnie przyjetej skali 4-stopniowej. We wszystkich prze-
szczepach allogenicznych stwierdzono znaczny naciek komérkowy, nato-
miast przy zastosowaniu przeszczepu autologicznego nie stwierdzono na-
ciekania przez komorki jednojgdrzaste. Wstepne uczulenie (preimmuni-
zacja) biorcy przeszczepu allogenicznego nerwu obwodowego przeszcze-
pem skéry dawcy, lub homogenatem nerwu allogenicznego przyspiesza
odrzucanie allogenicznego przeszczepu nerwu. Odrzucanie wtoérne allo-
genicznego przeszczepu skory po wstepnym uczuleniu homogenatem
nerwu allogenicznego jest szybsze (8,5 dnia) niz w grupie kontrolnej —
bez preimmunizacji (11 dni). Reakcja odrzucania polega na naciekaniu
przeszczepu przez komorki jednojgdrzaste (Sterling 1959; Das Gupta
1967; Sunderland 1968; Pollard, Fitzpatrick 1973a, b; Comtet, Revillard
1979, 1981; Aquayo 1981la). Do komoérek tych nalezg mate limfocyty,
»aktywowane” duze limfocyty pyronino-dodatnie, dojrzale i niedojrzate
komorki plazmatyczne, aktywowane makrofagi. W czasie reakeji docho-
dzi do zniszczenia struktury przestrzennej przeszczepionego nerwu allo-
genicznego. Po 4 dniach od operacji stwierdzano obecnos¢ matych lim-
focytow i makrofagéw miedzy aksonami ulegajacymi fragmentacji. Ko-
moérki te atakuja glownie oslonke mielinowg widkien osiowych. Stwier-
dzano obecno$¢ matych limfocytéw woko6t naczyn wlosowatych nerwu.
Reakcja ta osigga szczyt okolo 12 dnia po przeszczepieniu nerwu (Das
Gupta 1967; Pollard, Fitzpatrick 1973 a; Comtet, Revillard 1979, 1981).
Po 20 dniach stwierdzano nadal duzg ilos¢ limfocytow we wszystkich
strukturach przeszczepionego nerwu allogenicznego. Czes¢ limfocytow
naciekajgcych przeszczep ulegala transformacji, zwiekszaly one swojg
objetosé, mialy wiekszg ilo$¢ cytoplazmy i siateczki $rédplazmatycznej.
Czesto stwierdzano $ciste polgczenia miedzy limfocytami a duzymi ma-
krofagami, przez mostki cytoplazmatyczne (Pollard, Fitzpatrick 1973a).
Od okotlo 25 dnia po dokonaniu przeszczepu wzrastala ilo§¢ dojrzalych
komoérek plazmatycznych, znajdowaly sie one zwykle na zewnatrz rurek
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neurolemmalnych utworzonych z blony podstawnej komoérek Schwanna.
Poczawszy od okoto 20 dnia po przeszczepieniu cechg uderzajaca w ob-
serwacjach przeprowadzonych w mikroskopie elektronowym byt zna-
czny wzrost ilosci kolagenu miedzy rurkami neurolemmalnymi. Zjawisku
temu nie towarzyszyl odpowiedni wzrost ilosci fibroblastow. Kolagen
uciskal rurki neurolemmalne powodujgc ich zalamanie. Po uplywie 4—5
miesiecy od transplantacji znaczna czes$¢ przeszezepu skladala sie z ,,za-
lamanych” rurek neurolemmalnych ,zatopionych” w masach kolagenu.
W odrzuconym przeszczepie nie stwierdzano obecnosci przetrwaltych
komoérek Schwanna (Pollard, Fitzpatrick 1973a,b). Ocene reakecji immu-
nologicznej w przeszczepie allogenicznym wiktat fakt, iz w tym samym
czasie zachodzilo w nim zwyrodnienie Wallera.

Zwyrodnienie Wallera w przeszczepie autologicznym trwa okolo 14 dni
i przebiega podobnie, jak w dalszym odcinku kazdego przerwanego nerwu
obwodowego. W allogenicznym przeszczepie nerwu obwodowego stwier-
dzano obecno$¢ nie uprzgtnietych fragmentéow ostonek mielinowych
dluzej, do 25 dni po transplantacji (Sanders 1954). Odkladanie sie kola-
genu woko! grup wiokien osiowych, ktore zdgzyly przerosnaé przez prze-
szczep allogeniczny, powodowalo zjawisko tworzenia sie duzej ilosci
quasi-peczkéw. Schroeder i Seifert (1970) okreslili to jako ,neuromatous
- neurotisation”. Opisane zjawisko uposledzalo, zdaniem autoréw, unaczy-
nienie przeszczepu. Podeczas procesu ostrego odrzucania przeszczepu al-
logenicznego nerwu, okolo 12 dni po operacji dochodzilo do zalamania
ukladu krwionosnego nerwu. Zmiany te stwierdzono w mikroskopie
elektronowym, $wietlnym (Gupta 1967), a takze w ocenie mikroangio-
graficznej ukladu krazenia przeszczepu allogenicznego (Grochowicz
i wsp. 1985).

Metody przedluzania przezycia allogenicznego przeszczepu
nerwu obwodowego

Poniewaz allogeniczny przeszczep nerwu ulega reakcji odrzucania,
poszukuje sie sposobow na zmniejszenie jego antygenowosci. Oproécz
prob obnizania antygenowosci przeszczepu nerwu przez poddanie go
zwyrodnieniu wstepnemu oraz zastosowanie przeszczepéw pozbawionych
epineurium (fascicular graft), stosowano réwniez inne metody. Do me-
tod polegajacych na denaturacji w roztworach chemicznych przeszczepu
allogenicznego przed jego przeszczepieniem nalezaly: przechowywanie
w Cialit (Verhoog, Van Bekkum 1971), alkoholu, formalinie (Comtet,
Revillard 1981), glicerofosforanie magnezu (Schabadash 1944). Alloge-
niczny przeszcezep nerwu obwodowego szczura przechowywany w roz-
tworze Cialit 1:5000 (w destylowanej H,0), po przeszczepieniu nie wy-
kazywal nacieku limfocytarnego w ogole (Verhoog, Van Bekkum 1971).
Podobnie zachowywaly sie przeszczepy przechowywane w formalinie
(Comtet; Revillard 1981).
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Do proceséw fizycznych majacych na celu obnizenie antygenowosci
przeszczepow nerwoéw obwodowych naleza: mrozenie, liofilizacja i na-
Swietlanie promieniami jonizujacymi. Allogeniczny przeszczep nerwu
obwodowego szczura poddany liofilizacji (przez 6 godz., w liofilizatorze
Thermovac, a nastepnie przechowywany w temp. 0° przez 30 dni) nie
wykazywal cech reinerwacji w badaniach elektrofizjologicznych (Buck,
Steinmuller 1974). Pozytywne wyniki kliniczne w przeszczepianiu lio-
filizowanych allogenicznych przeszczepéw nerwow obwodowych (Jacoby,
Fahlbush 1970), zostaly zweryfikowane i poddane bardzo krytycznej
ocenie (Sunderland 1968; Milesi 1981). W allogenicznych przeszczepach
nerwoéw obwodowych poddanych naswietlaniu promieniami jonizujgcymi
(25 000 Gy), stwierdzono zmniejszenie odpowiedzi immunologicznej wy-
razonej naciekiem limfocytarnym, w poréwnaniu ze $wiezym przeszcze-
pem allogenicznym. Jednoczes$nie zaobserwowano opodznienie w usuwaniu
zreb6éw mieliny, a takze zwiekszone odkladanie kolagenu z nastepowym
uszkodzeniem struktury przestrzennej nerwu. Limfocyty i makrofagi
byly obecne dluzej w naswietlanych przeszczepach allogenicznych, niz
w $wiezych przeszczepach allogenicznych. Stwierdzono, ze przez naswie-
tlany przeszczep dlugosci 4 cm przeroslo z kikuta blizszego jedynie kilka
regenerujacych wiokien osiowych o malej srednicy. W przeszczepie tym
stwierdzono anomalie polegajacg na pojawieniu sie w nim wiokien mie-
$niowych. Nie zauwazono w nich obecnosci przetrwalych komorek
Schwanna (Pollard, Fitzpatrick 1973b). W innych doswiadczeniach z za-
stosowaniem dawki od 15 do 150 Gy w przeszczepie nerwu obwodowego
u szczura stwierdzono niewielki naciek limfocytarny (Verhoog, Van Bek-
kum 1971), a po zastosowaniu dawki powyzej 1500 Gy zaobserwowano
brak nacieku limfocytéw (Verhoog, Van Bekkum 1971). W badaniach
elektrofizjologicznych po przeszczepieniu 4 cm przeszczepu allogenicz-
nego po uprzednim naswietlaniu (20 000 Gy) po uplywie 3 do 11 miesiecy
nie stwierdzono cech reinerwacji przez przeszczep. Po zastosowaniu daw-
ki 20 Gy jedynie 1 z 17 obserwowanych przeszczepéw wykazywal cechy
reinerwacji (Bucko, Steinmuller 1974). Ducker i Hayes (1979) zauwazyli
reinerwacje przez przeszczepy allogeniczne dlugosci 2 ecm w 100% oraz
w 50°/0 reinerwacje przez przeszczepy dlugosci 4 cm. Przeszczepy te na-
Swietlano dawkg 20 000 Gy. Singh (1977), w doswiadczeniach na psach
uzyskal wyniki wskazujace, ze pomimo naswietlania dawka 16 600 Gy
mocne antygeny transplantacyjne sa nadal obecne w allogenicznym prze-
szczepie nerwu. Wyniki doswiadczen Singha zostaly poddane krytycznej
ocenie innych autoréw (Zalewski, Gulati 1982). W badaniach doswiad-
czalnych Verhoog i Van Bekkum (1971) stwierdzili, ze allogeniczny prze-
szczep nerwu obwodowego szczura przeszczepiony po mrozeniu w tem-
peraturze — 196°C nie wykazuje obecno$ci nacieku limfocytarnego. Po
mrozeniu w obecnoéci 15% DMSO ([CH;3],SO — dwumetylosulfotlenek,
$rodek kriochronny) obserwowano znaczny naciek limfocytarny prze-
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szczepu allogenicznego (obserwacje prowadzono po uptywie 2 i 4 tygodni
po operacji). Zalewski i Gulati (1982) udowodnili, ze widkna osiowe nie
regeneruja przez 4 cm allogeniczny przeszczep nerwu. W  .doswiadcze-
niach tych przeszczepy mrozono w temp. —70°C przez okres od 3 dni
do 6 tygodni. Wymienione metody konserwowania przeszczepu alloge-
nicznego najprawdopodobnie]j zabijaja zywe elementy komérkowe w prze-
szczepie, szczegoOlnie komorki Schwanna (Pollard, Fitzpatrick 1973b; Mi-
lesi 1981). Komoérki Schwanna sg niezbedne w procesie regeneracji wio-
kien osiowych z kikuta blizszego nerwu przez przeszczep. Udowodniono
doswiadczalnie, ze komoérki Schwanna nie migrujg z kikuta nerwu
biorcy do przeszczepu (Pollard, McLeod 1980; Aquayo 1981a,b). Zaprze-
cza to wcezesniejszym teoriom o mozliwosci takiej migracji (Sanders 1954).

Obnizenie odpowiedzi biorcy

W doswiadczeniach na szczurach wykazano, ze zaréwno-w ukladzie
duzych (szczepy Brown Norway do Fischer), jak i matych (szczepy Fischer
do Levis) niezgodnosci antygenowych miedzy dawca a biorca, widkna osio-
we regenerujg przez $wiezy allogeniczny przeszczep nerwu obwodowego
najdalej do 2 cm (Zalewski, Silvers 1980). Wywolanie tolerancji immuno-
logicznej u biorcy allogenicznego przeszczepu nerwu obwodowego, przez
podanie noworodkom szczurzym Levis 10® komérek szpiku pobranych od
hybryd. (Levis x Brown Norway) F;, pozwala na regeneracje aksonow
przez przeszczep dlugo$ci 4 cm. Zniesienie tolerancji uzyskane przez
wstrzykniecie zawiesiny wezlow chlonnych dawcy nerwu, powoduje de-
generacje wlokien osiowych w przeszezepie allogenicznym (Zalewski
i wsp. 1981). Stwierdzono zalezno$¢ miedzy zgodnosScig w zakresie anty-
gen6w transplantacyjnych i wynikami przeszczepiania allogenicznych
nerwéw obwodowych u pséw (Singh 1977). Inng metoda obnizenia od-
powiedzi biorcy przeszczepu jest zastosowanie immunosupresji za pomocg
surowic i $rodkéw farmakologicznych. Allogeniczny przeszczep nerwu
obwodowego u szczura poddanego immunosupresji za pomocg surowicy
antylimfocytarnej (ALS — 1ml na dobe), azatiopryny (5 mg/kg), i hy-
drokortyzonu (1,5 mg/kg) wykazuje w badaniach w mikroskopie elek-
tronowym znamiennie mniejszy naciek limfocytéow i komorek plazma-
tycznych w poréwnaniu z przeszczepem kontrolnym bez immunosupresji.
Proces regeneracji wlokien osiowych zachodzi w tym przypadku podob-
nie jak w przeszczepie autologicznym. Czas regeneracji byl jednak dluz-
szy, a ilo$¢ znieksztalconych 1lub pustych rurek neurolemmalnych
w tych przeszczepach byla wieksza. Po 14 tygodniach stwierdzono, ze
wiokna osiowe przerosty przez caly przeszczep dlugosci 4 cm. W prze-
szczepach tych stwierdzono obecno$é komorek Schwanna (Pollard,
McLeod 1971). W innych do$wiadczeniach na szczurach z zastosowaniem
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immunosupresji (ALG — 20 mg biatka na tydzien i azatiopryna, — 4 mg/
/kg zaobserwowano, ze jedynie leczenie wspomagane podawaniem ALG
przynosi opdznienie procesu odrzucania nerwu (Verhoog, Van Bekkum
1971). W doswiadczeniach na myszach stwierdzono, ze po przerwaniu poda-
wania ALS pojawiajg sie nacieki komoérek jednojadrzastych wokol komo-
rék Schwanna przeszczepu allogenicznego, co prowadzi do ich zniszcze-
nia. Immunosupresje przerwano w momencie kiedy wldkna osiowe
przerosty przez caly przeszczep (Aquayo, Bray 1980). W pracy Za-
lewskiego i Gulati (1981a) na szczurach (przeszczep nerwu Brown
Norway do Fisher) z zastosowaniem cyklosporyny A w dawce 25 mg/kg
masy ciala podawanej dootrzewnowo, zaobserwowano pomysing rege-
neracje przez przeszczep allogeniczny dlugosci 4 cm i przezycie komorek
Schwanna w przeszczepie (Zalewski, Gulati 1981a). Jednak w 2 miesigce
po odstawieniu podawanej przez 28 dni cyklosporyny A stwierdzono
cechy odrzucania przeszczepu allogenicznego. W badaniu histologicznym
odrzucone przeszczepy allogeniczne w grupie leczonej cyklosporynag A,
nie réznily sie od przeszczepéw w grupie nie leczonej (Zalewski, Gulati
1981a). Badania Grochowicza i wsp. (1985) na modelu allogenicznego
przeszczepu nerwu kulszowego u szczura (przeszczep nerwu August
AgB 5 do Wistar AgB 2) wykazaly, ze zastosowanie cyklosporyny A po-
zwala na rewaskularyzacje przeszczepu allogenicznego i regeneracje
wlokien osiowych przez przeszczep. Ilos¢ aktywowanych limfocytéw na-
ciekajgcych przeszczep byla mniejsza w przeszczepach, ktérych biorcy
zostali poddani immunosupresji cyklosporyng A, w poréwnaniu z iloscig
tych komorek w przeszczepie allogenicznym u biorcéw nie leczonych.
Szczyt odpowiedzi komoérkowej byl przesuniety u zwierzat leczonych
cyklosporyng A na 15 dzien (9 dzien w grupie nie leczonej). Cyklosporyne
w dawce 17 mg/kg masy ciala podawano dozylnie od — 1 do 28 dnia po
przeszczepieniu nerwu. Po przerwaniu leczenia cyklosporyng A docho-
dzilo do stopniowego zmniejszania ilosci naczyn w przeszczepie jednak
60 dni po przerwaniu podawania leku obserwowano nadal cze$ciowo za-
chowane elementy zewnatrz- i wewnatrzpochodnego ukladu naczynio-
wego nerwu. Przeszczep ulegal stopniowo czesciowemu zwldknieniu,
peczki przedzielane byly pasmami tkanki lgcznej. Jednak w 60 dni po
przerwaniu leczenia immunosupresyjnego stwierdzano cechy reinerwacji
kikuta dalszego nerwu. W przeszczepach allogenicznych, ktérych biorcy
nie byli poddani leczeniu immunosupresyjnemu cyklosporyng A nie
stwierdzano reinerwacji kikuta dalszego nerwu.

Kliniczne nadzieje pomyslnego przeszczepiania nerwoéw allogenicznych
zwigzane s3 z lekami immunosupresyjnymi o ograniczonym dzialaniu
ubocznym wynikajgcym z obnizenia ogélnej odpornosci. Rozw6j metod
okreslania zgodnosci antygenéw transplantacyjnych stwarza potencjalng
mozliwo$¢ zastosowania przeszczepu wywolujacego najmniejszg reakcje

http://rcin.org.pl



462 P. M. Grochowicz

biorcy. Proby hodowli komoérek Schwanna in vitro sg ciggle dalekie od
pomys$lnych wynikow, ktére pozwolityby na ich uzycie w przeszczepach
poddanych uprzednio konserwacji. Zagadnienie odrzucania allogenicz-
nych przeszczepéw nerwoéw wymaga dalszych badan podstawowych.

AJIJIOTEHHBIN TPAHCIUIAHTAT IIEPU®EPUYECKOI'O HEPBA

Pe3ome

Hememmssas HaTJIsAHAs CTaThst OOCYXKHAeT HACTOSIIEe COCTOSHHE 3HAHMN M HMCCIIEOBATENb-
ckux mpobneM B 00IacTH TPAHCIUIAHTALMH aJUIOT€HHBIX nepudepudecknx HepBoB. OHa 3aKIIO-
yaeT B cebe oOGCyXIeHHE NPOOIEMBI AHTHIEHHOCTH NepudEPHYECKAX HEPBOB M MMMYHOJIOTH-
YecKoil peakumu OTOpachiBaHWsS TpAHCIUIAHTATA M pa30WpaeT METOX NPOMUICHHS NEPEeXHTHS
QJIJIOT€HHOTO TPAHCIUTAHTATA.

PERIPHERAL NERVE ALLOGRAFT

Summary

Up-to-date knowledge, research problems and new trends in peripheral nerve
allografting are critically reviewed. Nerve antigenicity, rejection phenomena, and
experimental methods of peripheral nerve allograft survival time prolongation are
discussed.
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The endoplasmic reticulum is a well developed organelle in the nerve
cells. The arrangement and morphology of its components vary in dif-
ferent neuronal types. According to the arrangement of the granular
endoplasmic reticulum (GER), it is generally considered that neurons of
spinal ganglia are divided into large light cells — A type and dark
ones — B type (Hossack, Wyburn 1954; Andres 1961). This differentia-
tion is associated with an enormous increase of the neurofilaments con-
tent in light cells (Yamadori 1970), which becomes more distinct in the
first few postnatal days.

Electron microscopic observation of spinal ganglia neurons reveals
two basic varieties of GER arrangement. It may consist of flattened sacs
stacked in parallel, straight or curved arrays. The interconnection between
adjacent sacs is minimal. More often GER consists of short and common-
ly anastomosing sacs or cisterns. Both varieties can be arranged in focal
concentration (A type) or may be diffusely distributed through the
cytoplasm (B type). The organization of GER is also variable in single
spinal ganglia neurons but the pattern in every cell tends to be similar
(Lieberman 1976). GER, no matter how arranged, is always associated
with a great number of free ribosomes which are considerably more
numerous than membrane-attached ribosomes (by a factor of at least
4:1 and perhaps as much as 20:1). The free ribosomes are in polysomal
arrays (Palay, Palade 1955).

In the present paper we devoted attention to some morphological
medifications of GER and biochemical changes of proteosynthesis in
spinal ganglia neurons after occlusion of the abdominal aorta in dogs.
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MATERIAL AND METHODS

The studies were carried out on adult dogs of both sexes. Partial
ischemia of the spinal cord and spinal ganglia was induced under Thio-
pental anesthesia (30 mg/kg b.w.) by occlusion of the abdominal aorta
just below the renal arteries for 2 and 4 hours.

We controlled the arterial blood pressure in the abdominal aorta
above and below the occlusion. A catheter was introduced via femoral
artery with two recorders and with a baloon inbetween. iThe arterial
blood pressure recorder LMP 102-Tesla was connected with a measurer
LDP 102-Tesla and a TZ 4 100 registerer.

For electron microscopic observation the animals were perfused with
a mixture of 1% glutaraldehyde and 1%/ paraformaldehyde in 0.12 M
phosphate buffer. The Lg_; dorsal roots ganglia were postfixed with 19/
OsO, and treated routinelly for electron microscopy. The blocks were
embedded in Durcupan ACM. Thin sections were cut with an LKB ultra-
microtome, stained with lead citrate and examined with a Tesla BS 500
electron microscope.

For biochemical observation 10 pl of #C-leucine (specific activity
7.7 GB g/mmol, OVVVR Praha) was injected into the Lz ganglia im-
mediately after tightening the ligature. The ganglia were removed after
2 or 4 hours, washed in physiological solution and homogenized in 10%o
TCA heated to 90°C, ethanol, ethanol:ether (2:1) and ether. It was so-
sed accordingly. The homogenate was centrifuged at 10000 g for 15
minutes and the pellet was washed twice with 5% TCA. Supernatants
were pooled and their radioactivity was measured after adding to In-
sta-Gel (Packard). The insoluble remainder was washed again with 5%
TCA heated to 90°C, ethanol, ethanol:ether (2 :1) and ether. It was so-
lubilized thereafter in Soluen-350 (Packard) and toluene scientillator was
added. Radioactivity of the sediment was measured in Tri-Carb 2425
(Packard). The results were statistically evaluated by Student’s t-test.

RESULTS

Ultrastructural study

The most common early reaction of GER was its transition to an
agranular form, which is regularly seen in chromatolytic neurons. Such
neurons had usually a displaced nucleus and reduction of GER, of co-
urse, but retained their polysomal configuration. We noticed these chan-
ges exclusively in the cytoplasm of light neurons (Fig. 1). In more se-
vered neurons we observed also vacuolization of the peripheral part of
the cytoplasm.
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Fig. 1. Chromatolysis in light neuron of spinal ganglion. X 10 000
Rye. 1. Chromatoliza jasnego neuronu zwoju rdzeniowego. Pow. 10 000 X

Occasionally the cisterns of GER were smooth, free of ribosomes, and
ran approximately parallel. The lumina of these cisterns were more re-
duced in comparison with those shown in Figure 1. The polysomes were
arranged regularly between flattened cisterns (Fig. 2). The distribution
of such modified granules of Nissl’s substance was without any predilec-
tion in the cytoplasm of light neurons. In this case too the other orga-
nelles were well preserved. We noticed fusion of these flattened riboso-
me-free membranes in some neurons. The degree of fusion varied in dif-
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Y : o R i g
Fig. 2, Parallel arryas of ribosome-free endoplasmic reticulum cisterns. X 4000

Ryc. 2. Réwnolegle ulozenie zbiornikéw siateczki $rédplazmatycznej pozbawionych
rybosoméw. Pow. 4000 X

ferent neurons. It was in many cases as pronounced as seen in Figure 3.
Except after 4 hours of ischemia they formed wide dark fascicles with
visible single stripes. :

Beside the described changes we observed also some other modifi-
cations of GER arrangement, concerning the dilation and inner content
of its cisterns. The incidence of dilated GER cisterns was higher after
4 hours of ischemia than after 2 hours. The individual cisterns vacuoliza-
tion within the cytoplasm of one nerve cell was heterogenous and appe-

http://rcin:org.pl



Ischemia of spinal ganglia 469

Fig. 3. Fusion of endoplasmic reticulum cisterns after 4 hours of ischemia. > 14 000

Ryc. 3. Zlewanie sie zbiornikow gladkiej siateczki $rodplazmatycznej po 4 godz.
niedokrwienia. Pow. 14 000 X

ared focally. Inside the dilated cisterns filamentous material of moderate
electron density was present. Cases of such marked filamentous content
as seen in Figure 4 were rare. The ribosomes were still attached to such
modified membranes of GER.

We seldom noticed microtubular formations inside the cisterns of
GER (Fig. 5). Thus modified cisterns occurred focally also in the relati-
vely well preserved neurons. The ribosomes were also attached to single
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Fig. 4. Fluffy electron-dense material inside single cisterns of endoplasmic reticu-
lum (arrow). x 14000

Ryc. 4. Piankowaty elektronowo-gesty material wewnatrz pojedynczych zbiornikéw
siateczki $rodplazmatycznej (strzatka). Poow. 14 000 X

GER membranes. Each of these cisterns was filled with either round or
tubular formations, according to the cutting direction. In the longitudi-
nal sections of tubules we could see their parallel arrangement. In per-
pendicular sections the fine structure of the tubular wall was promi-
nent. It consisted of round small subunits the outer diameter of which
was about 25 nm.
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Fig. 5. Microtubular formations inside the cisterns of GER (arrow). A — X 8000.
B — Detail of the same case. X 16 000

Rye, 5. Struktury mikrotubularne wewnatrz zbiornikéw GER (strzalka). A — pow.
8000 X. B — Wycinek tego samego zdjecia. Pow. 16 000 X

Biochemical study

Proteosynthesis in spinal ganglia during.ischemia was observed by
incorporation of '*C-leucine into the spinal ganglia in vivo. The amount
of radioactivity bound in the protein sediment decreased after 2 hours
of ischemia by 50% as compared with control animals. The decrease
of the ratio between bound and free radioactivity continued after 4 hours
of ischemia (Tab. 1).

http://rcin.org.pl

2 — Neuropatologia Pol. 4/85



472 Ischemia of spinal ganglia

Table 1. Ratio between bound and free radioactivity in spinal ganglia of dogs after '*C-leucine
injection
Tabela 1. Stosunek radioaktywnosci zwiazanej i niezwiazanej w zwojach rdzeniowych psow po
wstrzyknieciu '*C-leucyny

Experimental group & _ Ratio of radioactivity
Grupa doswiadczalna Stosunek radioaktywnosci
control 2h 4 3.69-+0.42
kontrola godz.
ischemia 2h 4 1.924-0.28+
niedokrwienie godz.
control 4 h 4 6.284-0.53
kontrola godz.
ischemia 4 h 4 4.45+0.40+

niedokrwienie  godz.

TP < 0.05

DISCUSSION

GER represents a dynamic system the morphology of which reflects
to a considerable extent the metabolic activity of neurons. Under diffe-
rent experimental conditions the arrangement of GER undergoes various
changes and modifications. During the first two hours after occlusion of
the abdominal aorta the number of neurons showed chromatolysis which
was more pronounced in the peripheral parts of light neurons. The hig-
her sensitivity of light neurons to ischemia is noticeable also in morpho-
metric analysis (Fer¢akova et al. 1979; Zigova et al. 1982) and in micro-
densitometric observation of RNA content (Mitro et al. 1981). After is-
chemia there was a significant decrease of RNA content only in light
neurons of spinal ganglia in dogs.

The flattened cisterns of GER seen in close association with poly-
somes resemble the pentalaminar cisterns of lamellar bodies described
by Le Beux (1972) in substantia nigra and in sensory ganglia cells by
Rosenbluth (1962), Krajéi (1972) etc. Single ribosome-free membranes
of GER tend to fuse, a phenomenon which was more distinct after 4
hours ischemia in comparison to the earlier stages. We considered the
wide dark fascicles as fused afunctional cisterns of GER.

Up till now the intracisternal microtubules have been described in
hepatocytes, glia and nerve cells (Richter et al. 1966; Halata, Lange 1973).
Suzuki et al. (1978) presumed a dependence of microtubule formation on
the metabolic and enzymatic defects in aged dogs. In normal conditions
the microtubules are formed from the tubulin and dynein outside the
GER cisterns. Different metabolic disturbances, however, can lead to
an abnormal formation of microtubules inside the cisterns (Suzuki et al.
1978).

The significant deviation of incorporation into the protein fractions
of molecular weight about 45000 and 70000 (Kluchova et al. 1983)
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should provide evidence either for decreased synthesis or increased de-
gradation of neurofilament proteins (Tashiro, Ishizaki 1982). These bio-
chemical changes could be manifested morphologically as an abnormal
presence of filamentous or tubular formations inside the cisterns of GER.

In comparison with our previous biochemical results the 50°%0 decre-
ase of !C-leucine incorporation in spinal ganglia is the consequence of
a similar decrease of ATP concentration after ligation of the abdominal
aorta (Chavko, Danielisova 1980).

Recording of the arterial blood presure showed the persistence of
minimal blood flow in the aorta below the occlusion. Total ischemia of
the spinal lumbar cord can be achieved only by simultaneous ligation
of the extraspinal and intraspinal arteries (Fried, Aparicio 1972). In con-
ditions of partial ischemia due to elimination of extraspinal arteries,
GER of spinal ganglia neurons in dog display diverse subparticles arran-
gement in consequence of biochemical changes. The stage and intensity
of these changes are dependent on the duration and severity of ischemia.

ULTRASTRUKTURA ZIARNISTEJ SIATECZKI SRODPLAZMATYCZNEJ
I WBUDOWYWANIE “C-LEUCYNY W ZWOJACH RDZENIOWYCH PSA
W NIEDOKRWIENIU

Streszczenie

Badano ultrastrukture ziarnistej siateczki $rédplazmatycznej w neuronach zwo-
jow rdzeniowych pséw, ktéorym na 2 i 4 godziny podwigzano aorte brzuszng. Po 2-
i 4-godzinnym niedokrwieniu obserwowano zwigkszenie ilo§ci wolnych rybosoméw
i skupianie sie zbiorniko6w gladkiej siateczki Srédplazmatycznej. Wewngtrz zbiorni-
kéw siateczki $roédplazmatycznej obserwowano niekiedy obecnoéé filamentarnych
i tubularnych struktur.

Po wstrzyknieciu ¥C-leucyny bezposrednio do niedokrwionych zwojéw rdze-
niowych, radioaktywno$é frakcji, uzyskanych po rozdziale bialka na zelu poliakryl-
amidowym w obecno$ci SDS, byla nizsza. Zmiany strukturalne i biochemiczne byly
bardziej nasilone po 4-godz. niedokrwieniu.

VIIBTPACTPYKTYPA T'PAHVJIE3HOV BHVTPUIUIABMATUYECKOM CETOYKHU
U BCTPOEHME '“C-JIEMLIMHA B CIIMHHOMO3I'OBBIE V3JIbl COBAKU
B MIIEMUN

Pe3zome

ABTOpBI HMCCIIEZIOBANM  YNbTPACTPYKTYPY TPAHYJIE3HOM BHYTPHIUIA3MATHYECKON CETOYKH
B HEHPOHAX COMHHOMO3IOBBIX y3JI0B CO0aK, KOTOPBIM JIATHPOBAHO Ha 2 M 4 yaca OpIonIHyIo aopTy.
ITocnie 2- u 4-4yacoBoii MeMuM OHM HAOIIONANIM YBEIMYEHHE KOJIMYECTBA CBOOOIHBIX pubOCOMOB
M KOHLEHTPALMIO LUCTEPH INANKOM BHYTPHIUIA3MATHYECKOM CeTOYKH. BHYTPH LIMCTEPH BHYTpH-
NJIa3MaTHYECKON CETOYKH MHOTAa Habmomanocs Hanuyue QUIaMeHTapHbIX M TYOYISApHBIX CTPYK-
TYp. :

ITocne BBeerus ' *C-neiiinHa HENOCPEACTBEHHO B MIIEMHYECKHE CTAHHOMO3TOBBIE Y3J1b1 Pa IHO-
AKTHBHOCTh ()paKiuii, MONY4YEHHBIX MOC/E pa3jesieHusi Oellka Ha MOJMAKPHIAMMIHOM Xele NpH
Hamuuua SDS, 6buta Hu3mei. CTPyKTypHBIE M OGHOXHMMYECKHE M3MEHEHMsi Oblnu Gonee HHTEH-
CHBHBI TOCJIEe 4-4acCOBOW HIIEMHH.
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WPLYW PROSTACYKLINY NA ZMIANY
PODSTAWOWYCH PARAMETROW FIZJOLOGICZNYCH
W CALKOWITYM NIEDOKRWIENIU MOZGOWIA

Zaklad Neuropatologii Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN,
Warszawa

Calkowite niedokrwienie moézgowia powoduje zmiany czynnosciowe
i strukturalne w osrodkowym ukladzie nerwowym oraz stanowi podloze
zmian patologicznych w narzgdach wewnetrznych (Pluta 1982). Procesy
patologiczne w mozgu sg w tej sytuacji nastepstwem zahamowania do-
plywu i zalegania krwi w lozysku naczyniowym. Za udzialem tego ostat-
niego czynnika przemawiajg liczne dane wskazujgce, Ze pozostanie
w naczyniach moézgowia resztek krwi z zawartg w niej glukoza w czasie
niedokrwienia powoduje nasilenie glikolizy i uszkodzenie struktur moézgu
przez kwasne produkty metabolizmu tkankowego (Chiang i wsp. 1968;
Hossmann, Olsson 1970). Oprocz tego zatrzymanie kragzenia moézgowego
prowadzi do wewngtrznaczyniowego zlepiania krwinek i plytek krwi,
uposledzajgcego pelng restytucje kragzenia w okresie po niedokrwieniu.
Hossmann i wsp. (1980) wykazali, ze w czasie niedokrwienia moézgu zja-
wisko to osigga najwieksze nasilenie w narzagdach wewnetrznych.

W doswiadczalnych modelach catkowitego niedokrwienia moézgu opi-
sano ponadto wystepowanie zaburzen rytmu serca, obnizenia jego obje-
tosci wyrzutowej oraz spadki ukladowego ci$nienia krwi (Kramer, Tuyn-
man 1967; Meinen i wsp. 1975; Kapuscinski i wsp. 1980; Pluta, Kapus-
cinski 1980; Pluta i wsp. 1980; Pluta 1982). Wedlug Niegowskiego i wsp.
(1978) po niedokrwieniu moézgu rozwija sie ,,zesp6l zmniejszonego wyrzu-
tu sercowego”. Utrzymanie prawidlowego przeplywu krwi w mozgu
w tym czasie zalezy w znacznej mierze od pojemnosci wyrzutowej serca
oraz wysokosci ukladowego cisnienia krwi. Nieprawidlowosci w tym za-
kresie przyczyniajg sie do rozwoju, po niedokrwieniu moézgowia, zjawiska
zwanego ,no-reflow phenomenon” (Ames i wsp. 1968), prowadzgcego do
hipoperfuzji moézgu oraz do ograniczenia stopnia i dynamiki restytucji
jego czynnosci.
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W zwigzku z tym zaczeto poszukiwaé preparatéow farmakologicznych,
ktore moglyby zapobiega¢ procesom patologicznym w epizodach niedo-
krwiennych moézgu. W ostatnich latach zwrécono uwage na prostacykline
(PGI,), ktora wydaje sie, ze moze speinia¢ te funkcje z dobrym skutkiem
(Nowak i wsp. 1983). Prostacyklina jako naturalny produkt sSciany tetnic
znajduje sie w krwi tetniczej. Wykazuje ona dwie podstawowe wlasci-
wosci biologiczne: rozszerza naczynia krwionosne oraz rozprasza zlepy
plytek krwi i przeciwdziala ich tworzeniu. Dzialanie to wykazano u lu-
dzi i opracowano bezpieczny sposob podawania PGI, czlowiekowi (Szcze-
klik i wsp. 1978; Szczeklik 1980). Zastosowano ja takze w leczeniu cho-
roby niedokrwiennej konczyn dolnych (Szczeklik i wsp. 1979) oraz w za-
krzepicy naczyn siatkéwki (Zygulska-Mach i wsp. 1980). Korzystne wy-
niki lecznicze uzyskane w tych schorzeniach pozwalaja przypuszczac, ze
prostacyklina moze znalez¢ zastosowanie w leczeniu stanéw patologicz-
nych towarzyszgcych calkowitemu niedokrwieniu mozgowia lub stano-
wigcych jego nastepstwo.

Celem pracy bylo ustalenie czy prostacyklina podana dozylnie mo-
dyfikuje obraz zaburzen oddechowo-krezeniowych wywolanych przez
calkowite niedokrwienie moézgowia.

MATERIAL I METODY

Doswiadczenia przeprowadzono na 37 krolikach rasy mieszanej, sam-
cach o masie ciala 2,4—3,1 kg. Calkowite 15- i 20-min niedokrwienie
mozgowia wywolywano przez wewnatrzklatkowe zamkniecie pnia ra-
miennoglowowego, lewej tetnicy podobojczykowej oraz obu tetnic pier-
siowych wewnetrznych, z doj$cia nadmostkowego bez wykonywania tora-
kotomii (ryc. 1). W celu unikniecia obocznego naplywu krwi do mézgo-
wia obnizano obwodowe ciénienie tetnicze do 70—50 mm Hg, metoda
kontrolowanego skrwawiania przez tetnice udowsg do kompensatora cis-
nienia (ryc. 1).

Zwierzeta usypiano pentobarbitalem (Nembutal, 35 mg/kg masy cia-
la) podawanym do zyly brzeznej ucha, nastepnie wykonywano tracheo-
stomie i po zwiotczeniu Tricuranem (3,5 mg/kg masy ciala, dozylnie)
wentylowano je sztucznie powietrzem. Podczas do$wiadczenia podawano
w razie potrzeby dodatkowe dawki Nembutalu (0,25 mg), Pyralginy
(2,5 ml) i Tricuranu (Pluta 1982).

Przed rozpoczeciem niedokrwienia moézgowia ustalono parametry
sztucznej wentylacji pluc tak, aby wartosci pO, i pCO, w krwi tetniczej
utrzymywaly sie¢ w takich samych granicach, jak u zwierzat oddychaja-
cych spontanicznie w narkozie pentobarbitalowej. Po niedokrwieniu zwie-
rzeta wentylowano mieszaning powietrza z tlenem przy szybkos$ci prze-
plywu tlenu 0,25—0,5 1/min. Preznos¢ tlenu i dwutlenku wegla oraz
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Kompensator
cisnienia
(tetniczy)

zylny i tetniczy

Rye. 1. Schemat ilustrujgcy spos6b wywolywania calkowitego niedokrwienia moz-

gowia przez zamkniecie tetnic doprowadzajgcych krew. X — Kklips Heifetza, linia

przerywana — podwigzka okresowa, linia ciggla — podwigzka stata. 1 — tetnica

gléwna, 2 — pienn ramiennoglowowy, 3 — tetnica podobojczykowa lewa, 4 — tetnica

piersiowa wewnetrzna, 5 — tetnica kregowa, 6 — tetnica szyjna wspélna. ECoG —

elektrokortykogram, CWCz — ci$nienie wewnatrzczaszkowe, ANP — atkywnos$¢ ner-
wu przeponowego, EKG — elektrokardiogram

Fig. 1. Scheme of induction of complete cerebral ischemia in rabbit by closing of
afferent arteries. X — Heifetz’s clip, intermittent line — temporary ligature, con-
tinuous line — permanent ligature. 1 — aorta, 2 — brachiocephalic trunk, 3 —
left subclavian artery, 4 — internal thoracic artery, 5 — vertebral artery, 6 —
common carotid artery, ECoG — electrocorticogram, CWCz — intracranial pressure,
: ANP — activity of phrenic nerve, EKG — electrocardiogram

stezenie jonéw wodorowych oznaczano w probkach krwi pobieranych
z tetnicy udowej w 15, 60, 120 i 180 min po niedokrwieniu (przy uzyciu
aparatu 175 automatic pH/blood gas system firmy Corning).

W czasie niedokrwienia i po niedokrwieniu moézgowia cisnienie tet-
nicze krwi utrzymywano za pomocg retransfuzji wlasnej krwi zwierze-
cia oraz dozylnej kroplowki noradrenaliny (2—4 mg noradrenaliny na
100 ml 0,9% NaCl). Zwierzeta poddawano obserwacji klinicznej przez
okres co najmniej 3 godz. po niedokrwieniu. Powré6t czynnosci osrodkow
naczynioruchowych oceniano na podstawie czasu, od ktérego cisnienie
tetnicze krwi utrzymywalo sie bez wspomagania farmakologicznego.
Jako wykladnik powrotu czynnosci oddechowej przyjmowano pojawie-
nie sie fazowej aktywnosci nerwu przeponowego u zwierzat zwiotczo-
nych lub wlasnego oddechu u zwierzat niezwiotczonych.

Postugujgc sie 8-kanalowym aparatem EEG (Accutrace-8, Beckmann)
rejestrowano ECoG, EKG (odprowadzenie II), ukladowe ci$nienie tetnicze
i ci$nienie wewngtrzczaszkowe oraz aktywno$¢é nerwu przeponowego
(ryc. 1). Temperature ciala zwierzat kontrolowano w rectum. Czas przy-
gotowania doswiadczenia trwal 1—1,5 godz.
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Do badan uzywano prostacykline (Epoprostenol-The Wellcome Foun-
dation Ltd, London). PGI, rozpuszczano bezposrednio przed podaniem
w 1 M buforze Tris o pH 9,0 tak, aby uzyska¢ koncowe stezenie 1 mg
zwigzku w 1 ml. Nastepnie 100 pl wyjsciowego roztworu rozcienczano
w 10 ml 50 mM buforu Tris o pH 7,5. Roztwér PGI, oziebiony do 4°C
podawano w cigglym wlewie za pomocg pompy infuzyjnej do prawej
zyly udowej w dawce 2 pg/kg/min.

Dos$wiadczenia przeprowadzono w trzech grupach: grupa I — 14 kro-
likbw z 15- i 20-min niedokrwieniem mozgowia, ktore otrzymywaly
wylacznie rozpuszczalnik PGI,, grupa II — 8 krolikow z 15 min niedo-
krwieniem, ktérym PGI, podawano przez 15 min przed niedokrwieniem
i przez caly okres niedokrwienia, grupa III — 15 krolikéw z 15- i 20-min
niedokrwieniem, ktéorym PGI, podawano 3 min przed, w trakcie oraz
przez 15 min po niedokrwieniu.

U wszystkich zwierzat przeprowadzono badanie sekcyjne mozgu i na-
rzadéw wewnetrznych. Obliczenia catkowitego CO, (TCO,) dokonywano
na podstawie tablic Siggaarda-Andersena (1964). Znamienno$¢ statys-
tyczng uzyskanych wynikoéw oceniano z zastosowaniem testu t Studenta.

WYNIKI

Czynnosc bioelektryczna moézgowia

Zatrzymanie moézgowego przeplywu krwi prowadzilo we wszystkich
grupach do$wiadczalnych do gwaltownych zmian w czynnosci bioelek-
trycznej kory moézgu. Po uplywie 11—16s zapis ECoG osiggal linig izo-
elektryczng. Zanik spontanicznej czynnosci oddechowej nastepowal po
okolo 3 min. Po 3—6 min ci$nienie tetnicze krwi wykazywalo wyrazng
tendencje spadkowg do poziomu ponizej 50 mm Hg.

Powrét czynnosci mézgowia po niedokrwieniu oceniano na podstawie
pojawiania sie wykladnikéw czynnosci osrodkéw mnaczynioruchowych
i oddechowych oraz aktywnosci bioelektrycznej kory moézgu. W grupie
pierwszej u wszystkich 14 kroélikow stwierdzono powrét czynnosci moz-
gowia po niedokrwieniu. Natomiast w grupie II — 8 krélikow, jedynie
u 3 zarejestrowano powrét ECoG. Powr6t czynnosci osrodkéw naczynio-
ruchowych i oddechowych stwierdzono u wszystkich zwierzat tej grupy
miedzy 5 a 37 min po niedokrwieniu. Podczas dluzszej obserwacji
(3 godz.) w 5 przypadkach nastgpil wtorny zanik czynnosci wymienio-
nych os$rodkéw. W grupie trzeciej u wszystkich krolikow stwierdzono
powrét czynnosci bioelektrycznej moézgowia. Dynamika oraz stopien jej
powrotu byly szybsze i wyprzedzaly w czasie powroty czynno$ci moéz-
gowia u zwierzat grupy I. Szczegoélowa analize wplywu prostacykliny
na czynno$¢ osrodkowego ukladu nerwowego przedstawiono w poprzed-
niej pracy (Pluta 1985).
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Cisnienie tetnicze

Przed niedokrwieniem moézgowia obwodowe ci$nienie tetnicze utrzy-
mywalo sie w granicach 95—135 mm Hg, przy Sredniej wartosci 108,2 *
+ 14,2 mm Mg (n = 34). Zamkniecie naczyn doprowadzajacych krew do
mozgowia, nie poprzedzone podaniem prostacykliny wyzwalalo reakcje
hipertensyjng (ryc. 2), przejawiajgcg sie¢ naglym wzrostem cisnienia tet-
niczego osiggajgcego w ciggu 10—20s poziom wyzszy od wartosci wyj-
Sciowych o 45,0+11,0 mm Hg (n=14). Maksymalny wzrost ci$nienia
tetniczego wynosit 65 mm Hg. Pomiedzy 3—6 min niedokrwienia
obserwowano spadek cisnienia ponizej 50 mm Hg. Wymagalo to poda-
wania noradrenaliny lub przetaczania wlasnej krwi zwierzecia z kom-
pensatora cisnienia. Pod koniec okresu niedokrwienia u wszystkich zwie-
rzat wystepowaly trudnosci z utrzymaniem pozadanych wartosci cis-
nienia, ktére wahalo sie od 50 do 150 mm Hg. Wznowienie kragzenia
w moézgowiu powodowalo kolejne nagle obnizenie ci$nienia tetniczego do
50—65 mm Mg. Z momentem wznowienia czynnosci osrodkéw na-
czynioruchowych ci$nienie utrzymywalo sie na ogoé! ponizej wartosci
kontrolnych (ryec. 2).

Infuzja PGI, w okresie 15 min przed niedokrwieniem u zwierzat gru-
py II powodowala obnizenie ci$nienia tetniczego $rednio o 56,0 * 11,0
mm Hg (n=8), a maksymalnie o 75 mm Hg w stosunku do wyjsciowego.
Po tym okresie wartos¢ jego wymnosila 51,0 £6,0 mm Hg (n=38) (ryc. 2).
Wstrzymanie doplywu krwi do mozgowia powodowalo wzrost ci$nienia
tetniczego. W ciggu 10—20s wzrastalo ono o 50.0 £27,0 mm Hg (n=38)
w poréwnaniu do wartosci kontrolnych oraz o 106,0 +20,0 mm Hg (n=38)
w stosunku do wartosci po infuzji PGI,. W koncu niedokrwienia cisnie-
nie wahalo sie od 70 do 175 mm Hg i mozna je bylo bez trudnosci utrzy-
mywaé¢ w okreSlonych granicach. Wznowienie krazenia prowadzilo po-
dobnie jak w poprzedniej grupie, do spadku cisnienia do 55 mm Hg.
Spadki te nie zagrazaly jednakze zyciu zwierzat. Wartosci ci$nienia po
niedokrwieniu przedstawiono na rycinie 2.

Podanie PGI, na 3 min przed 15- i 20-min niedokrwieniem powodo-
walo obnizenie ci$nienia tetniczego odpowiednio o 62,0 +11,0 mm Hg
(n=7) i 72,0+6,0 mm Hg (n=8), przy maksymalnym spadku nie prze-
kraczajacym 80 mm Hg. Wstrzymaniu doplywu krwi do moézgowia to-
warzyszyl wzrost cis$nienia w stosunku do wartosci po infuzji PGI, od-
powiednio o 112,0 8,0 mm Hg (n=7) i 119,0£16,0 mm Hg (n=8), a w
poréwnaniu do wartosci kontrolnych o 50,0 £15,0 mm Hg (n=7) i 50,0 £
+12,0 mm Hg (n=8). W koncowym okresie niedokrwienia bez wiekszych
trudnosci ci$nienie mozna bylo utrzymywaé w granicach 75—175 mm Hg.
Wznowienie krazenia w moézgu powodowalo obnizenie ci$nienia do 50—
—175 mm Hg. Powrét czynnosci osrodkéw naczynioruchowych po niedo-
krwieniu prowadzil do normalizacji wartosci cisnienia tetniczego (ryec. 2).
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- 15 min niedokrwienie + PGl, (n=8)

- 15 min ischemia + PGl, (n=8)

- 15 min niedokrwienie+ PGl, - 15 min PGl; (n=7)
- 15 min ischemia + PGly- 15-min PGl (n=7)

- 20 min niedokrwienie + PGl, -15 min PGl; (n=5)
- 20 min ischemia+ PGl; -15 min PGl, (n=5)

ciénienia tetniczego w calkowitym niedokrwieniu moz-
gowia
arterial blood pressure in complete cerebral ischemia

W zapisach EKG krolikow przed niedokrwieniem mozgowia wy-

stepowal miarowy rytm zatokowy, o czestosci od 240 do 324 ude-
rzen/min, $rednio 272,6 33,7 uderzen/min (n=234). Miedzy 10 a 30s nie-
dokrwienia moézgowia nie poprzedzonego podaniem ' PGI,, rytm serca
ulegal zwolnienu lub rzadziej przyspieszeniu. Wsréd 14 zwierzat tej gru-
py u 12 obserwowano bradykardie dochodzaca do 108 uderzen/min, a naj-
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wyzsze wartosci zwolnionej czynnosci serca nie przekraczalty 118 ude-
rzen/min. W pozostatych 2 przypadkach stwierdzono przyspieszenie akcji
serca o 18—36 uderzen na minute. Zmiany te wystepowaly na szczycie
wzrostu cisnienia tetniczego i towarzyszyly im zaburzenia rytmu oraz
zmiany niedokrwienne mies$nia sercowego w zapisie EKG (ryc. 3). Do-
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Ryc. 3. Zmiany EKG i obwodowego cisnienia tetniczego (OCT) w catkowitym 20-min
niedokrwieniu moézgowia. Obwodowe cisnienie tetnicze utrzymywane przy pomocy
infuzji noradrenaliny (Nor) oraz samoistnie (strzalka)

Fig. 3. Changes of EKG and systemic blood pressure (OCT) in complete cerebral
ischemia. Blood pressure was maintained with noradrenalin (Nor) infusion or spon-
taneously (arrow)

datkowe skurcze komorowe wystepowaly zawsze w czasie zaburzen ryt-
mu serca. Na krzywych EKG obserwowano znieksztalcone zespoly ko-
morowe, brak zalamka P, a odcinek TQ ulegal skroceniu. Zmiany w EKG
dotyczyly takze fazy repolaryzacji i polegaly na wydluzeniu odcinka QT,
obnizeniu lub rzadziej uniesieniu odcinka ST oraz splyceniu albo od-
wroceniu zalamka T. Dominujgcg zmiang w obrazie EKG u wszystkich
krolikow bylo niedokrwienie miesnia sercowego oraz zaburzenia jego
rytmu trwajgce od 6 do 169s wstepnej fazy niedokrwienia mozgowia
(ryc. 3). W kilku przypadkach stwierdzono zwiekszenie amplitudy zalam-
ka T, przewyzszajacej niekiedy amplitude zalamka P. W okresie ponie-
dokrwiennym powyzsze zmiany nasilaly sige. Na krzywych EKG obserwo-
wano elektrokardiograficzne cechy zawalu migsnia sercowego.

Dozylne podanie noradrenaliny w 1 min recyrkulacji powodowatlo
nagly wzrost cisnienia krwi, ktéremu towarzyszyla arytmia serca z se-
riami pobudzen dodatkowych, gl6wnie pochodzenia komorowego (ryc. 3).
Zaburzenia czynnosci serca po podaniu noradrenaliny rozwijaly sie jed-
nakze tylko woweczas, gdy cisnienie krwi wzrastalo powyzej 120—150
mm Hg. Podobne zmiany wystepowaly po niedokrwieniu moézgowia u tych
zwierzat, u ktoérych cisnienie krwi utrzymywato sie samoistnie powyzej
150 mm Hg podczas powrotu czynnosci osrodkéw naczynioruchowych
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&% I8 3 min PGl; - 20 min niedokrwienie + PGl; -15 min PGlz (n=5)
3 min PGl; - 20 min ischemia + PGl; -15 min PGl (n=5)

Ryc. 4. Zmiany $redniej czestosci tetna w catkowitym niedokrwieniu mézgowia
Fig. 4. Changes of mean pulse frequency in complete cerebral ischemia

(ryc. 3). Od poczatku niedokrwienia do 3 godz. recyrkulacji narastala
bradykardia (ryc. 4).

Podanie PGI, przed niedokrwieniem spowodowalo u 13 zwierzat
zwolnienie akecji serca dochodzgce niekiedy do okolo 150 uderzen/min,
u 7 za$ jej przyspieszenie, maksymalnie o 30 uderzen/min. W 3 przypad-
kach czynno$é serca nie ulegla zmianom. W pierwszych sekundach nie-
dokrwienia w 4 przypadkach obserwowano przyspieszenie akcji serca
o 36 uderzen/min. U pozostalych krélikéw rozwijata sie bradykardia (ryc.
4). Maksymalne zwolnienie akcji serca w tym czasie wynosilo 144 ude-

h
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rzef/min. Zmiany te obserwowano na szczycie wzrostu ci$nienia tetni-
czego. Obraz EKG w tym okresie nie roznit sie od kontrolnego (ryc. 5).
Po wznowieniu krazenia w moézgowiu przy cisnieniu utrzymywanym za
pomocg infuzji noradrenaliny w granicach 150—180 mm Hg na krzy-
wych EKG obserwowano uniesienie odcinka ST (ryc. 5). Ustepowalo ono
po 15—30 min recyrkulacji mimo, iz u zwierzat obwodowe cisnienie tet-
nicze utrzymywalo sie samoistnie powyzej 150 mm Hg (ryc. 5). Zna-
miennie statystyczng bradykardie w tej grupie zwierzat obserwowano
po 1 godzinie po wznowieniu krgzenia mézgowego (ryc. 4).

EKG MMM, A UL 20000

Kontrola PGlzzamln

200
ocT ‘ {100
0mm Hg
EK G MMM AL A AL MMM MY |200 v
6% Niedokrwienie +PGly: 1min Recyrkulacja +PGly: 1min 200
Nor 100
OmmHg

B K G bbb sl RS 4L45. LSbo pbHHbb |200 v

PGly: 15min 20 min

200
oCT o T il [wo

1sek
OmmHg

Ryc. 5. Zmiany EKG i obwodowego ci$nienia tetniczego (OCT) w calkowitym
20-min niedokrwieniu moézgowia po podaniu prostacykliny (PGI:). PGI; podawano
3 min przed, w czasie i 15 min po niedokrwieniu. Obwodowe ci$nienie tetnicze
utrzymywane przy pomocy infuzji noradrenaliny (Nor) oraz samoistnie (strzatka)

Fig. 5. Changes of EKG and systemic blood pressure (OCT) in complete 20-min ce-

rebral ischemia in PGI,-treated rabbits. PGI, was given 3 min before, during ische-

mia and 15 min after it. Blood pressure was maintained with noradrenalin infusion
(Nor) or spontaneously (arrow)

Temperatura ciala

Przed okresem niedokrwienia mozgowia temperatura ciata krolikow
mierzona w rectum wahata sie w granicach od 36,5 do 39,2°C, $rednio
37,7 £ 1,2°C (n = 34). Zamkniecie doplywu krwi do moézgowia powo-
dowalo po 15 min niedokrwienia obnizenie temperatury ciala Srednio
01,2 +0,3°C (n=28)ipo 20 min o 2,2 * 0,6°C (n = 5). Po 15 min nie-
dokrwieniu temperatura ciala obnizala sie maksymalnie o 1,7°C, osigga-
jac wartoéé 35,0°C. Natomiast u krélikéw po 20 min niedokrwieniu tem-
peratura obnizala sie niekiedy o 2,7°C (do 33,8°C). Wznowieniu krazenia
krwi w moézgowiu towarzyszyl dalszy znamienny spadek temperatury
ciala (tab. 1), co stwarzalo koniecznos¢ ogrzewania zwierzat.
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Tabela 1. Zmiany temperatury ciala po catkowitym niedokrwieniu mézgowia u kroélikow, ktérym pod:
wano i nie podawano PGI,
Table 1. Changes of body temperature after complete cerebral ischemia in rabbits traeted and no
treated with PGI,

Bezposrednio po 15 min po nie-
¥ niedokrwieniu dokrwieniu
Dane doswiadczalne Kontrola Directly after L ey SR
Experimental data Control Sichieia i
p < 0,05 p < 0,05
15-min niedokrwienie (grupa I) 36,7+0,6* 35,5405 | p<00,5 352404 | p<0,0
15-min ischemia (group I) n=3 p<00,5 p<0,05
15-min niedokrwienie + PGI, (grupa III) 37,84-1,2 37,0+1,3 | 36,8+1,2 |
15-min ischemia + PGI, (group III) ne=6 '
20-min niedokrwienie (grupa I) 37,0+1,1 34,9408 [p<00,5 352406 | p<O0,C
20-min ischemia (group I) n=>,5 p<00,5 p<0,05
20-min niedokrwienie + PGI; (grupa III) 37,94-1,0 374412 | 37,0+1,3 _I
20-min ischemia -+ PGI, (group III) =7
* — wartosci $rednie -+ odchylenia standardowe p — prawodopodobienstwo
mean values - standard deviations probability
n — liczba zwierzat

number od animals

Infuzja PGI, przez 15 min bezposrednio przed niedokrwieniem po-
wodowala obnizenie temperatury ciala maksymalnie o 0,1°C, Ssrednio
o 0,09 *0,04°C n=28) z 38,8 = 0,5°C (n =8) w kontroli do 38,7 *
+ 0,5°C (n = 8). Po niedokrwieniu obserwowano jej dalsze obnizenie wy-
noszace od 0,2 do 1,1°C, $rednio o 0,9 * 0,3°C (n = 8) do 37,9 + 0,8°C
(n = 8) (p<<0,05) w stosunku do kontroli. Najnizsza odnotowana tempe-
ratura wynosita 37,2°C. Natomiast po 1 godz. recyrkulacji nastepowala
jej normalizacja do wartosci 38,5 = 0,6°C (n = 8).

Podawanie PGI, przez 3 min przed zatrzymaniem doplywu krwi do
mozgowia na 15- i 20-min nie powodowalo uchwytnych zmian tempera-
tury ciata. Po 15 min niedokrwieniu obserwowano obnizenie temperatury
$rednio o 0,8 = 0,5°C (n = 6), a po 20 min niedokrwieniu o 0,5 * 0,3°C
(n = 7). Infuzja PGI, przez 15 min w okresie przywréconego krazenia
w mozgowiu powodowala dodatkowe obnizenie temperatury odpowiednio
o03=*01°C mn=6)1i 0,4 £0,2°C (n = 7). Prowadzilo to do obnizenia
temperatury w stosunku do kontroli odpowiednio o 1,0 + 0,5°C (n = 6)
i0,9 * 0,4°C (n = 7). Mimo to wartosci temperatur po niedokrwieniu wa-
haty sie w granicach kontrolnych (tab. 1).

Zmiany pO,, pCO, i pH

Przed okresem niedokrwienia moézgowia kontrolowano w krwi tetni-
czej poziom pO,, pCO, i pH. Preznos¢ tlenu przed niedokrwieniem nie
poprzedzonym podawaniem prostacykliny, wahala sie od 71,7 do 97,1 mm

http://rcin.org.pl



PGI; w niedokrwieniu mézgowia 485

Tabela 2. Zmiany preznosci gazéw i pH w krwi tetniczej 5 krolikow sztucznie wentylowanych
powietrzem podczas i po calkowitym niedokrwieniu mézgowia po podaniu PGI, (grupa IIT)
Table 2. Changes of gases tension and pH in arterial blood of 5 rabbits artificially ventilated with
air during and after complete cerebral ischemia after PGI, administration (group III)

Badane

parametry Kontrola 15 min po niedokrwieniu
Investigated Control 15 min after ischemia
parameters

pO, mm Hg 75,942,3%* 41,44-5,8*

pCO, mm Hg 32,9451 48,61+-7,4*

HCO; mEq/1 22,4449 15,24+-2,9*

TCO, mMol/l 23,44-5,0 16,54-3,0*

pH 7,4374-0,061 7,1454+0,043*

** _— wartoéci Srednie + odchylenia standardowe
mean values + standard deviations
* — p<0,05

Tabela 3. Zmiany preznoscei gazoOw i pH w krwi tetniczej 8 krolikéw po catkowitym 15-min niedokrwieniu
mozgowia. Prostacykling podawano 15 min przed niedokrwieniem i w czasie niedokrwienia
Table 3. Changes of gases tension and pH in arterial blood of 8 rabbits after complete 15-min cerebral
ischemia. PGI, was given 15 min before and during ischemia

Badane Okres po niedokrwieniu
parax'netfy Kontrola Period after ischemia
Investigation Control

parameters 15 min 60 min 120 min 180 min
pO, mm Hg 79,6-+9.3%* 69,3+7,7* 87,6+-8,9 87,3+10,3 90,04-13,3
pCO, mm Hg 36,243,2 35,94-2,7 31,84-3,4* 35,94-10,6 31,4+1,8*%
HCO- mEq/1 24,343,5 13,74-2,5* 13,1+2,6* 15,1+7,5* 14,04+-3,6*
TCO, mMol/l 25,44-3,5 14,84+2,5* 14,24-2,6* 16,2+7,7* 15,04-3,6*
pH 7,4364-0,046 7,1974+0,101*  7,2324-0,086* 7,208-+-0,117*  7,25140,124*

** — wartoéci $rednie 4+ odchylenia standardowe

mean values -+ standard deviations
* — p<0,05

Hg, natomiast pCO, od 32,0 do 43,6 mm Hg. Warto$ci pH zawieraly sie
w granicach od 7,360 do 7,490. Natomiast poziom HCO3;~ wynosil od
19,2 do 28,6 mEq/l, a TCO, od 20,2 do 29,6 mMol/l.

W tabeli 3 przedstawiono zmiany preznosci gazow i pH w krwi tet-
niczej u krolikow grupy II. Zwierzeta te w okresie recyrkulacji krwi
w moézgowiu byly wentylowane mieszaning powietrza z tlenem o szybko-
$ci przeplywu tlenu 0,25—0,5 1/min. W 15 min po niedokrwieniu prez-
no$¢ tlenu ulegala znamiennemu obnizeniu. Natomiast w 60, 120 i 180
min utrzymywala si¢ w granicach kontrolnych. Preznosé¢ CO, w 60 i 180
min po niedokrwieniu byla znamiennie obnizona, podczas gdy w innych
przedzialach czasu utrzymywala sie¢ w granicach kontrolnych. Dwu-
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weglany i TCO, obnizaly sie znamiennie przez caly okres obserwacji,
osiggajac najnizszg wartos¢ w 60 min. W 15 min po niedokrwieniu pH
mialo warto$é 7,197 + 0,101. Od 60 min recyrkulacji krwi w moézgowiu
stwierdzano powolny wzrost pH do wartosci 7,251 * 0,124 w 180 min.
W trzech przypadkach tej grupy, w ktorych stwierdzono powrdt czyn-
nosci bioelektrycznej mézgowia wartosé pH w 3 godz. po niedokrwieniu
dochodzita do 7,341.

Tabele 4 i 5 przedstawiajg zmiany preznosci gazéw i pH krwi tet-
niczej zwierzat grupy III po catkowitym 15- i 20-min niedokrwieniu moéz-
gowia, u ktorych przez caly okres recyrkulacji krwi prowadzono wenty-

Tabela 4. Zmiany preznosci gazéw i pH w krwi tetniczej 5 krolikow po catkowitym 15-min niedokrwier
mozgowia. PGI, podawano 3 min przed niedokrwieniem, w trakcie oraz 15 min po niedokrwieniu
Table 4. Changes of gases tension and pH in arterial blood of 5 rabbits after complete 15-min cereb:

ischemia. PGI, was given 3 min before, during and 15-min after ischemia

Parans | Okres po niedokrwieniu

paralfletry Eayhpls Period after ischemia

Investigated Control

PATAItors 15 min 60 min 120 min 180 min
pO. mm Hg 77,941,2** 81,7433 101,24-2,7* 104,94-1,9* 111,24-2,1*
pCO, mm Hg 35,8424 36,1+3,1 34,34-3,9 40,4+3,2 34,6+-1,9
HCOj; mEq/l 24,9452 18,3+2,5 12,2+1,8* 18,7+4,3 17,14+3,1*
TCO, mMol/l 26,0-+5,2 19,44-2,5 13,3+1,8* 19,9+4,2 18,1+-3,1*
pH 7,444 +0,065 7,319+0,050* 7,174+0,014*  7,2744-0,073*  7,3034-0,072"

** — wartosci Srednie -+ odchylenia standardowe
mean values - standard deviations
* _ p<005

Tabela 5. Zmiany preznosci gazow i pH w krwi tetniczej 5 krolikow po catkowitym 20-min niedokrwier
moézgowia. PGI, podawano 3 min przed niedokrwieniem, w trakcie oraz 15 min po niedokrwieniu
Table 5. Changes of gases tension and pH in arterial blood of 5 rabbits after complete 20-min cerebral
chemia. PGI, was given 3 min before, during and 15 min after ischemia

Badane Okres po niedokrwieniu

pua@etr y Kontrola Period after ischemia

Investigated Control

parameters 15 min 60 min 120 min 180 min
pO,; mm Hg 74,14:2,4%* 77,845,2 101,9--18,3* 115,2+-8,9* 105,14-10,1*
pCO; mm Hg 37,74+3,8 38,7-+-10,8 48,3+11,7 44,14-3,9* 41,14:7,0
HCO; mEq/I 24,14-1,6 17,04-6,1 10,24-3,7* 15,14-1,3* 18,9439
TCO,' mMol/l 25,34+1,7 18,2+ 6,1 11,743,8* 16,34+1,3* 20,14+-4,1*
pH 7,4184-0,049  7,252--0,138 6,938-+-0,091*  7,154+0,044*  7,27840,039*

** — wartosci §rednie + odchylenia standardowe
mean values -4 standard deviations

* — p< 0,05
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lacje mieszaning powietrza z tlenem. Preznos¢ tlenu byla znamiennie
podwyzszona od 60 min recyrkulacji. Preznos¢ CO, w tym czasie zamy-
kala si¢ w granicach kontrolnych. Dwuweglany i TCO, obnizaly sie zna-
miennie osiagajac najnizsze wartosci w 60 min po niedokrwieniu. Od
15 minuty przywroécenia krazenia do konca doswiadczenia u wszystkich
zwierzat stwierdzono znamienny spadek pH — najwiekszy w 60 min re-
cyrkulacji. Wzrost pH nastepowal od 120 min po niedokrwieniu.

W tabeli 2 przedstawiono zmiany preznosci gazéw i pH w krwi tet-
niczej krélikow grupy III, ktére podczas calego doswiadczenia wentylo-
wane byly powietrzem. W 15 min po przywréceniu krgzenia w mozgo-
wiu dochodzilo do spadku preznosci tlenu w obwodowej krwi tetniczej,
natomiast preznos¢ CO, w tym czasie wzrastala. Poziom HCO3;~ i TCO,
obnizal sie znamiennie, podobnie, jak stezenie jonéw wodorowych w krwi
tetniczej.

Badania makroskopowe miesnia sercowego

Niezaleznie od czasu trwania niedokrwienia moézgowia i okresu prze-
zycia w grupie I zwierzat stwierdzano zmiany krwotoczne w roéznym
umiejscowieniu i nasileniu (ryc. 6A). Wylewy krwawe byly umiejsco-
wione zaréwno podwsierdziowo, jak i podnasierdziowo, a w niektorych
przypadkach obejmowaly one calg grubo$¢ miesnia serca. Stwierdzano
je w miesniach przedsionkéw i komor (ryc. 6A). W wielu przypadkach

A B

Ryc. 6. A. Masywne wylewy krwawe podnasierdziowe u kroélika po catkowitym

20-min niedokrwieniu moézgowia. Czas przezycia 4 godz. B. Brak zmian krwotocz-

nych w mieéniu sercowym krolika po catkowitym 20-min niedokrwieniu moézgowia
po podaniu PGI,. Czas przezycia 4 godz. Pow. 1,5 X

Fig. 6. A. Masive subepicardial hemorrhages in rabbit with complete 20-min cere-
bral ischemia. Survival time 4 h. B. Lack of hemorrhages in cardiac muscle after
complete 20-min cerebral ischemia in PGI, treated rabbit. Survival time 4 h. X 1.5

3 — Neuropatologia Pol. 4/85
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miesien sercowy byl blady i wiotki; wystepowaly cechy rozstrzeni ser-
ca. Natomiast u zwierzat, ktorym podawano PGI, zaréwno przed, jak i po
niedokrwieniu nie obserwowano zmian krwotocznych w miesniu serco-
wym (ryc. 6B). W sporadycznych przypadkach stwierdzano pojedyncze
wybroczyny pod wsierdziem lewej komory.

OMOWIENIE

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze bezposrednie efekty
zatrzymania doplywu krwi do moézgowia byly podobne w grupie kon-
trolnej i w grupach zwierzat ktéorym podawano PGI,. Podobienstwa do-
tyczyly czasu i sekwencji zaniku aktywnos$ci ECoG, oraz osrodkéow na-
czynioruchowych i oddechowych. Istotne réznice miedzy tymi grupami
obserwowano natomiast po wznowieniu doplywu krwi do moézgowia. Do-
tyczyly one czasu i stopnia trwalosci powrotu czynno$ci osrodkowego
ukladu nerwowego (Pluta, 1985).

Poréwnanie podstawowych parametréow fizjologicznych w grupach
zwierzat, u ktérych calkowite niedokrwienie mézgowia bylo poprzedzo-
ne podaniem PGI,, z wynikami uzyskanymi u zwierzat, ktérym nie po-
dano PGI, pozwala na uchwycenie cech wspolnych dla obu grup i wy-
stepujacych miedzy nimi odrebnosci. Cechg wspolng dla wszystkich grup
zwierzat byl nagly wzrost ci$nienia tetniczego dochodzacy do okolo 200
mm Hg w pierwszych sekundach niedokrwienia. Wznowienie przeptywu
krwi w moézgowiu u zwierzat bez PGI, powodowalo znamienne obnize-
nie ci$nienia ponizej warto$ci kontrolnych mimo powrotu czynnosci o$-
rodkéw naczynioruchowych. Podobny efekt obserwowano takze u zwie-
rzat, ktorym PGI,, podawano 15 min przed i w czasie niedokrwienia.
Natomiast podanie PGI, przez 3 minuty przed, w trakcie i przez 15 mi-
nut po niedokrwieniu przyczynialto sie do stabilizacji obwodowego cisnie-
nia tetniczego w granicach kontrolnych po pierwszej godzinie recyrku-
lacji.

W czasie niedokrwienia u zwierzat bez PGI, wystepowala brady-
kardia, ktéra systematycznie i znamiennie nasilala sie po okresie niedo-
krwienia. Bradykardia wystepujaca w czasie niedokrwienia u zwierzat,
ktére otrzymywaly PGI, byla mniejsza. W pierwszej godzinie recyrku-
lacji czestos$é akceji serca byla zblizona do wartosci kontrolnych. Obser-
wowane po pierwszej godzinie po niedokrwieniu statystycznie znamien-
ne obnizenie czestosci akcji serca bylo mniejsze niz u zwierzat bez uprzed-
niego podania PGI,. Prostacyklina powodowala wiec opoznienie wyste-
powania bradykardii po niedokrwieniu.

U zwierzat ktéorym nie podawano PGI, wzrostowi ci$nienia tetniczego
w pierwszych sekundach niedokrwienia towarzyszyly znaczne zaburzenia
rytmu serca i zmiany niedokrwienne migsénia sercowego. Nasilaly si¢ one
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w okresie recyrkulacji gdy cisnienie tetnicze przewyzszalo wartosci kon-
trolne. Zmiany niedokrwienne w zapisach EKG odpowiadaly czesto ob-
razowi zawalu miesnia sercowego. Ich odpowiednikiem patomorfologicz-
nym byly rozlegle zmiany krwotoczne uszkadzajace miesien sercowy.
Natomiast u zwierzat, ktére otrzymywaty PGI;, mimo wzrostu cisnienia
krwi w omawianych powyzej okresach nie obserwowano arytmii ani in-
nych zmian czynnosci bioelektrycznej serca poza przejSciowymi i krot-
kotrwalymi okresami niedokrwienia, ustepujgcymi w 30 min recyrkulacji
krwi w mozgu. W grupie tej badanie makroskopowe nie wykazalo row-
niez zmian organicznych w miesniu sercowym.

U kro6likow, ktorym nie podawano PGI, obserwowano znamienne sta-
tystycznie obnizenie temperatury ciala po 15- i 20-min niedokrwieniu.
Natomiast u zwierzat, ktore otrzymywaly PGI, obnizenie temperatury
po niedokrwieniu bylo nieznaczne, a srednie wartosci temperatur mies-
cily si¢ w granicach wartosci kontrolnych. Przyczyn tego zjawiska na-
lezy zapewne upatrywa¢ w korzystnym wplywie PGI, na procesy ter-
moregulacji. Przypuszczenie to znajduje potwierdzenie w obserwacjach
Feldberga i Miltona (1973), ktérzy wykazali, ze prostaglandyny E, i E,
podane dokanalowo kotom, krélikom i szczurom dzialaja hipertermicz-
nie, natomiast podane dootrzewnowo hipotermicznie.

Przedstawione wyniki doswiadczen wskazujg na istotny wplyw spo-
sobu wentylacji zwierzat traktowanych PGI, na ksztaltowanie sie wskaz-
nikow gazometrycznych krwi w okresie recyrkulacji krwi w mozgu. W
okresie poniedokrwiennym najkorzystniejsza okazala sie wentylacja mie-
szaning powietrza z tlenem, przy szybkosci przeplywu tlenu 0,25—0,5
1/min. Pozwalala ona na utrzymanie preznosci tlenu w granicach 100
mm Hg oraz preznosci dwutlenku wegla na poziomie wartosci kontrol-
nych we wszystkich grupach z zastosowang PGI,. Réznie natomiast w
poszczegblnych grupach doswiadezalnych ksztaltowalo sie stezenie jonow
wodorowych oraz wartosci dwuweglanéw i TCO,.

Wartosci pH po podaniu PGI, byly na ogél wyzsze niz u zwierzat
nie otrzymujacych prostacykliny, zwlaszeza tych, u ktérych nie obser-
wowano powrotu czynnosci bioelektrycznej moézgu (Pluta 1981). W gru-
pie Il zwierzat najnizsze wartosci pH odnotowano w 15 min po niedo-
krwieniu, nastepnie wzrastaly one stopniowo osiggajac najwyzszy po-
ziom w 180 min recyrkulacji krwi w moézgu. W grupie III natomiast naj-
nizsze warto$ci pH stwierdzono w 60 minucie po niedokrwieniu, a jego
stopniowy wzrost odnotowywano od 120 min po przywroéceniu kragzenia
w mbézgu. ¥

Wyniki przeprowadzonych badan wskazujg, ze 60 minuta po niedo-
krwieniu jest okresem krytycznym zaréwno dla zwierzat traktowanych
PGI,, jak i tych, ktorym PGI, nie podawano (Pluta 1981). W tym czasie
pH obniza sie odpowiednio w grupach do 7,174 * 0,014 i do 6,938 *+ 0,091.
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Wprawdzie w obu grupach preznos¢ CO, w krwi nie ulegala istotnym
zmianom, jednakze poziom HCO;~ i TCO, osiggal w tym czasie najnizsze
wartosci. Zjawisko to moze by¢ zapewne zwigzane ze wzrostem metabo-
lizmu ustroju po powrocie czynnosci osrodkéw oddechowych i naczynio-
ruchowych oraz aktywnosci bioelektrycznej kory mozgowej (Pluta, Ka-
puscinski 1980).

Z przeprowadzonych badan wynika rowniez, ze w calkowitym nie-
dokrwieniu moézgowia po uprzednim podaniu PGI, wystepuja bardzo sil-
nie wyrazone zaburzenia réwnowagi kwasowo-zasadowej obwodowej
krwi tetniczej. Charakter tych zmian w okresie odnowy krgzenia moz-
gowego jest zblizony do obserwowanych w takich samych i podobnych
modelach doswiadczalnych niedokrwienia moézgowia bez uprzedniego po-
dania prostacykliny (Hossmann, Zimmermann 1974; Snyder i wsp. 1975;
Kawakami, Hossmann 1977; Kapuscinski 1978; Pluta 1981).

W powyzszej pracy wykazano korzystny wplyw PGI, na osrodkowy
uklad nerwowy oraz hemodynamike obwodowego ukladu krazenia przy
infuzji prostacykliny przed, w czasie i po calkowitym dilugotrwalym nie-
dokrwieniu moézgowia. Wydaje sie, ze poprawa czynnos$ci bioelektrycznej
mozgowia po podaniu PGI, byla zwigzana z dobrym stanem hemodyna-
micznym obwodowego ukladu krazenia po niedokrwieniu. Prawdopodob-
nie poprawa ogoélnej hemodynamiki organizmu miala znaczacy wplyw
na stan ukladu krgzenia w mozgowiu.

Autor serdecznie dziekuje Panu Profesorowi Ryszardowi Gryglewskie-
mu za udostepnienie prostacykliny do badan, Panu Slawomirowi Janu-
szewskiemu za wspolprace przy wykonywaniu powyzszych doswiadczen
oraz Panu mgr inz. Marcinowi Witkowskiemu przedstawicielowi firmy
CORNING za mozliwos¢ skorzystania z aparatu do oznaczen gazometrycz-
nych.

BJIMAHUE IMPOCTAUUK/INHA HA UBSMEHEHWA OCHOBHBIX ®U3ADJIOIMNYEC KU X
ITAPAMETPOB B ITOJIHOM UIIEMMWU I'OJIOBHOI'O MO3rA

Pesome

Wccnenobanus ObLita npoBeAeHbl Ha 37 KPOJMKAX, y KOTOPHIX aBTOP BbI3bIBAJI MOJIHYIO HIIE-
MHIO TOJIOBHOTO MO3ra npogoskarouryocs 15 1 20 MuayT. B nepBoit mcciieryemoii rpymmne aBTop
BBOJAJ OPOCTAUMKIMH 4Yepe3 15 MHHYT meped M BO Bpemsi 15-MuHyTHOM mmemun. Bo BTOpOH
rpynme oH BBoaua PGI, 3 MunyTsl nepeq, BO BpeMs HIIeMHH M 4Yepe3 15 MUHYT NoCie MIIeMuH.
KOHTpOTBHYIO TPYIILY COCTABJISIIA )XABOTHBIE C IOTHOM MINEMUEH TOJOBHOTO Mo3ra 0e3 BBeIeHHUS
[POCTALMK/IAHA.

Bo BCeX JKCMEPHMMEHTAJIBHBIX Tpymnnax MH(QY3Ms NPOCTALMKIAHA HE BIAAIA HA COIEpKaHHE
ra3os u pH aprepuaibHOl KPOBH. 3aTO KOHCTATHPOBAHO OIATONPHATHOE BIMAHHE NPOCTAIIMKIINHA
Ha COCTOSHHE nepupepudecKkoil KPOBEHOCHOM CHCTEMBI M HA LIEHTPAJIbHYIO HEPBHYIO CHCTEMY
BO BpeMsl M IOCI€ MOJIHOM MIIEMHH TOJIOBHOIO MO3ra.
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INFLUENCE OF PROSTACYCLIN (PGI,) ON THE CHANGES IN BASIC
PHYSIOLOGICAL PARAMETRES IN COMPLETE CEREBRAL ISCHEMIA

Summary

The experiments were performed on 37 rabbits in which complete cerebral

ischemia lasting 15 and 20 min was produced. In the first experimental group PGI,
was given for 15 min before and during the 15-min ischemia. In the second, PGI,
was administered 3 min before, during ischemia and for 15 min after it. As control
served animals with complete cerebral ischemia not receiving PGI,.

In all experimental groups PGI, infusion had no influence on the gases con-

tent and pH of systemic arterial blood. A beneficial effect of PGI, was, however,
noted on the hemodynamic of the peripheral circulatory system and on the central

nervous system in the course of complete cerebral ischemia and after it.
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WPLYW INDOMETACYNY NA NIEDOKRWIENNE USZKODZENIA
SEKTORA CA; ROGU AMONA U CHOMIKOW MONGOLSKICH

Zaklad Neuropatologii, Centrum Medycyny Dos$wiadczalnej i Klinicznej PAN,
Warszawa

Poglady na dzialanie indometacyny w warunkach niedokrwienia moz-
gu sg kontrowersyjne. Obok opinii o jej oslaniajgcym wplywie na regu-
lacje przeptywu krwi w moézgu, zaburzonego w okresie po niedokrwie-
niu (Furlow, Hallenbeck 1978; Boulu i wsp. 1982; Kérgstrém i wsp. 1983),
wypowiadane sg zdania o jej wrecz szkodliwym oddzialywaniu (Harris
i wsp. 1982). Hallenbeck i Furlow (1979) oraz Hallenbeck i wsp. (1980)
wykazali z kolei jej wplyw ochronny tylko w warunkach réwnoczesnego
stosowania z prostacykling PGI, i heparyng. We weczesniejszych bada-
niach wlasnych stwierdzono, iz indometacyna pozostajagc bez wplywu na
objawy uogélnionego przekrwienia mézgu, wystepujacego po niedokrwie-
niu oraz obecno$¢ wtérnych ognisk niedokrwienia w obszarach pogra-
nicza unaczynienia przez duze pnie tetnicze, zapobiegala skutecznie uogol-
nionym zaburzeniom mikrokrgzenia, obejmujgcym praktycznie wszyst-
kie formacje szare osrodkowego ukladu nerwowego (Mossakowski, Kwiat-
kowska-Patzer 1982). Redukowala ona stopien uszkodzen tkankowych
i ograniczala je do wspomnianych powyzej obszaréow tzw. ostatniej 1gki
(Mossakowski, Kwiatkowska-Patzer 1983). Badania mikroskopowo-ele-
ktronowe wykazaly, iz indometacyna zapobiegala uogélnionemu obrzmie-
niu komorek glejowych oraz pozwalala na utrzymanie strukturalnej in-
tegralnosci neuronéw w wiekszoséci formacji szarych (Mossakowski, Gaj-
kowska 1984). W oparciu o te spostrzezenia wysunieto przypuszczenie,
ze podstawa korzystnego wplywu indometacyny w warunkach niedo-
krwienia moézgu jest jej dzialanie cytoprotekcyjne. Przedstawione powy-
zej obserwacje uzyskano w modelu drastycznego niedokrwienia osrodko-
wego ukladu nerwowego, stanowigcego skutek 30-minutowego podwig-
zania tetnic szyjnych wspoélnych, w ktéorym mozliwe jest wspoéldzialanie
réznych mechanizméw patogenetycznych uszkodzenia tkanki nerwowej.
Sklonito to do proby oceny wplywu indometacyny w warunkach mniej
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ciezkiego niedokrwienia. Modelem z wyboru wydawalo sie 5-minutowe
obustronne podwigzanie tetnic szyjnych wspoélnych u chomikéw mongol-
skich, ktérego jedynym nastepstwem jest powtarzalny zanik komorek
piramidowych w sektorze CA,; rogu Amona, wystepujacy po uplywie
3—>5 dni od incydentu niedokrwiennego (Suzuki i wsp. 1983a,b), a uz-
nany za wykladnik tzw. dojrzewania procesu patologicznego (Klatzo
1975).

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na chomikach mongolskich (Meriones un-
guiculatus), dorostych samcach o masie ciala okolo 75 g, ktérym w nar-
kozie wziewnej (eter lub 2% narkotan podawany w ukladzie otwartym
w mieszaninie gazowej skladajacej sie z 70%0 azotu i 30% tlenu) zaciska-
no obustronnie tetnice szyjne wspolne przy uzyciu klipsow Heifetza na
czas 5 lub 7,5 min. Po zabiegu pozostawiano je w warunkach zwierze-
tarnianych. Zwierzeta zabijano po uplywie 5 i 7 dni przez przezsercowa
perfuzje przy uzyciu zbuforowanego 10% roztworu formaliny.

Grupa doswiadczalna I obejmowalta 15 zwierzat, ktoére na 45 min przed
5-minutowym (10 zwierzat) lub 7,5-minutowym (5 zwierzat) zaci$nieciem
tetnic szyjnych wspolnych, otrzymywaly dootrzewnowo iniekcje indo-
metacyny (Merck-Sharp and Dohme Res. Lab. USA) w dawce 8 mg/kg
masy ciala. Roztwoér indometacyny przygotowywano na $wiezo przed
kazdym do$wiadczeniem, rozpuszczajac sproszkowang substacje w 70%
alkoholu etylowym (5 mg/03 ml), a nastepnie rozprowadzajac go w 5 ml
plynu Krebsa—Ringera wysyconego dwutlenkiem wegla. Zwierzeta usy-
piano po uptywie 5 i 7 dni od niedokrwienia mozgu.

Grupa doswiadczalna II liczyla 10 zwierzat. Czas niedokrwienia moz-
gu, podobnie jak w grupie I, wynosit 5 (5 zwierzat) i 7,56 (5 zwierzat)
minut. Réznila sie ona od grupy poprzedniej dwukrotnym podaniem in-
dometacyny w dawce 8 mg/kg masy ciala. Pierwszg iniekcje stosowano
45 min przed zaci$nieciem tetnic szyjnych, a druga 5 godz. po niedo-
krwieniu. Czas przezycia w obu podgrupach czasowych wynosit 5 dni.

Grupa doswiadczalna III, obejmujgca 5 zwierzat z 5-minutowym pod-
wigzaniem tetnic szyjnych, roznila sie od poprzednich czasem podania
leku. Pojedyncza jego dawke otrzymywaly one w 3 godz. po niedo-
krwieniu mozgu. Czas przezycia — 5 dni.

Grupa kontrolna liczyla lgcznie 24 zwierzeta, ktorych poza podwigza-
niem tetnic szyjnych nie poddawano innym zabiegom dos$wiadczalnym.
U 18 zwierzat czas niedokrwienia moézgu wynosil 5 min; u 6 przediuzo-
no go do 7,5 min. Usypiano je w wiekszosci po 5 dniach, w nielicznych
przypadkach czas przezycia wynosit 7 dni. Zwierzeta kontrolne otrzy-
mywaly w analogicznych do zwierzat doswiadczalnych ukladach czaso-
wych dootrzewnowo iniekeje ptynu Krebsa—Ringera. Dodatkowa kontrole
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stanowily 3 chomiki mongolskie nie poddane zadnym zabiegom doswiad-
czalnym.

Po wykonaniu perfuzji moézgi wyjmowano z jamy czaszki pozostawia-
jac je w plynie perfuzyjnym przez 5 dni. Nastepnie krojono je na bloki
cigciami w plaszczyznie czolowej. Blok tkankowy zawierajgcy peiny prze-
kr6j rogu Amona przeprowadzano w sposoéb rutynowy do parafiny. Skraw-
ki parafinowe o wystandaryzowanej grubosci 10 pm barwiono fioletem
krezylu.

Dla ilosciowej charakterystyki zmian przeprowadzono badania mor-
fometryczne. Dzieki pasmowemu, jednowarstwowemu ukladowi komoérek
piramidowych sektora CA,; rogu Amona, analize morfometryczng wyko-
nang przy uzyciu rutynowej siatki, oparto na obliczeniu liczby komoérek
w powtarzalnym 0,3 mm jego odcinku. Kazde obliczenie przeprowadzano
na 5 kolejnych skrawkach pochodzacych z 3—5 zwierzat. Usredniong licz-
be neuronéw przypadajacych na pojedynczy 0,3 mm odcinek sektora
CA, u zwierzat nie poddanych zadnemu zabiegowi doswiadczalnemu
traktowano jako 100°%, do ktorych odnoszono zmiany iloSciowe stwier-
dzone u zwierzat doswiadczalnych i kontrolnych. Znamiennosci staty-
styczne obliczano przy uzyciu testu dla $rednich niezaleznych.

WYNIKI

Pomimo iz analiza mikroskopowa dotyczyla wszystkich znajdujacych
sie w preparatach struktur osrodkowego ukladu nerwowego, specjalna
uwage zwrocono na zachowanie sie pasma komorek piramidowych rogu
Amona. Wobec braku réznic obrazu mikroskopowego u zwierzat z 5-i 7-
-dniowym przezyciem po niedokrwieniu obydwie podgrupy czasowe po-
traktowano lgcznie.

Zmiany patologiczne zaréwno w grupie zwierzat kontrolnych, jak
i doswiadczalnych byly ograniczone wylgcznie do sektora CA, rogu Amo-
na. Wyrazaly sie one calkowitym lub czesciowym ubytkiem komoérek ner-
wowych, z wyraznym, niekiedy warstwowym rozplemem gleju gwiazdzi-
stego. Pozwolilo to na wprowadzenie 3 podstawowych kategorii oceny
stanu strukturalnego sektora CA;: niezmieniony oraz calkowity lub czes-
ciowy ubytek komoérek nerwowych. W przypadku pierwszym liczba neu-
ronéw przypadajgcych na usredniony 0,3 mm odcinek sektora CA; wy-
nosila 44,7 * 2,5, analogicznie jak u zwierzat nie poddanych zadnym za-
biegom doswiadczalnym, w drugim — nie stwierdzano catkowicie komo-
rek nerwowych w calym obszarze sektora CA; lub tylko ich pojedyncze
egzemplarze. Zro6znicowanie natezenia uszkodzen struktury sektora CA,,
w grupie okreslonej jako ,,zanik czesciowy” wymagalo blizszej ilosciowej
charakterystyki stopnia uszkodzen w oparciu o morfologiczng analize pro-
porcji zachowanych komoérek nerwowych. Pozwolila ona na wyréznienie
trzech stopni uszkodzenia, okre$lonych jako znaczny (1°), umiarkowany
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(2°) i nieznaczny (3°) ubytek neuronéw. W przypadku 1° $rednia liczba
zachowanych komoérek nerwowych w 0,3 mm odcinku sektora CA; wy-
nosita 15,7 + 43, w 2° — 23,6 * 41 a w 3° — 33,0 * 4,7. Stanowilo
to odpowiednio 35,1, 52,7 i 73,8% wartosci prawidlowych. Analiza sta-
tystyczna wykazala wysokg znamiennos¢ réznic pomiedzy poszczegolnymi
grupami i kazdg z nich w stosunku do wartosci prawidlowe] (p<<
<< 0,0001).

Zwierzeta kontrolne -

Sposrod 18 zwierzat z 5-min niedokrwieniem mozgu zmiany patolo-
giczne w sektorze CA; rogu Amona stwierdzono w 9 przypadkach, co
stanowilo 50% badanego materialu. U 5 chomikéw wyrazaly sie one cal-
kowitym zanikiem komorek piramidowych z wtérnym odczynem wy-
tworczym gleju gwiazdzistego, zachowujgcym warstwowy uktad struk-
tury (ryc. 1). W pozostalych 4 przypadkach stwierdzono ubytki komor-
kowe o réznym nasileniu, z przewagg nieprawidlowosci zakwalifikowa-
nych do stopnia 1 i 2 (ryc. 2, 3, 4). Ubytkom komérkowym towarzyszylo
zwyrodnienie znacznej czesci zachowanych neuronéw. W 9 przypadkach
obraz mikroskopowy calego pasma komoérek piramidowych rogu Amona,

N

P ®

.t 5 7 5. R 5 4'_“ 5 -
Ryc. 1. Zwierze kontrolne z 5-min niedokrwieniem bez podawania indometacyny,
5 dni przezycia. Calkowity zanik neuronéw w sektorze CA;. Fiolet krezylu. Pow.
100 X, CA; — sektor CA; rogu Amona, CA; — sektor CA; So — warstwa brzezna,
Sr — warstwa promienista

Fig. 1. Control animal, 5 min ischemia without indomethacin pretreatment, 5 days
survival. Total loss of CA; neurons with secondary glial proliferation. Cresyl vio-
let, X 100. CA, and CA, — CA; and CA, sectors of Ammon’s horn, So — stratum
oriens, Sr — stratum radiatum

Ryc. 2. Zwierze kontrolne z 5-min niedokrwieniem bez podawania indometacyny,
5 dni przezycia. Cze$ciowy zanik neuronéw sektora CA;. Zachowanych ok. 30%
komorek. Fiolet krezylu. Pow. 100 X
Fig. 2. Control animal, 5 min ischemia without indomethacin pretreatment, 5 days
survival. Partial loss of CA,; neurons: ca 30°% of neuronal population is preserved
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Ryc. 3. Zwierze kontrolne z 5-min niedokrwieniem bez podawania indometacyny.

Czesciowy zanik neuronéw sektora CA;. Zachowanych ok. 50° neuronéw. Fiolet
krezylu. Pow. 100 X

Fig. 3. Control animal, 5 min ischemia without indomethacin pretreatment, 5 days
survival. Partial loss of CA; neurons: ca 50° of neuronal population is preserved
(2°). Cresyl violet. > 100

Ryc. 4. Zwierze kontrolne z 5-min niedokrwieniem bez podawania indometacyny,
5 dni przezycia. CzeSciowy zanik neuronéw sektora CA;. Zachowanych ok. 70%
neuronéw. Fiolet krezylu. Pow. 100 X
Fig. 4. Control animal, 5 min ischemia without indomethacin pretreatment, 5 days
survival. Partial loss of CA; neurons: ca 70% of neuronal population is preserved
(3°). Cresyl violet. X 100

L1

ne z 5-min niedokrwieniem bez podawania indometacyny,
5 dni przezycia. Calkowicie zachowane neurony sektora CA;. Fiolet krezylu. Pow.
100 X
Fig. 5. Control animal, 5 min ischemia without indomethacin pretreatment, 5 days
survival. Unchanged neuronal population of CA; sector. Cresyl violet. X 100

Ryc. 6. Zwierze do$wiadczalne z 5-min niedokrwieniem z wyprzedzajaca pojedyncza
dawka indometacyny, 5 dni przezycia. Calkowity zanik neuronéw sektora CA;.
Fiolet krezylu. Pow. 100 X

Fig. 6. Experimental animal, 5 min ischemia preceded by a single dose of indome-
thacin, 5 days survival. Total loss of CA; neurons with secondary gliosis. Cresyl
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lacznie z sektorem CA; nie wykazywal nieprawidlowosci strukturalnych
(ryc. 5).

U zwierzat z 7,5 minutowym podwigzaniem tetnic szyjnych tylko
u 1 sposréd 6 stwierdzono prawidlowo zachowane komorki sektora CA;,
w 3 przypadkach wystepowal calkowity, a w 2 czeéciowy zanik neuro-
néw oceniony na stopien 1 i 3.

Zwierzeta doswiadczalne

Grupa dos$wiadczalna 1. Sposréd 10 zwierzat z 5-minutowym niedo-
krwieniem poprzedzonym podaniem indometacyny tylko u 2 zwierzat
wystapil catkowity zanik neuronow sektora CA, (ryc. 6), a u 3 jego obraz
mikroskopowy byl niezmieniony (ryc. 7). U pozostalych stwierdzono czes-
ciowy ubytek komorek z tym jednak, ze w 4 przypadkach miescil sie¢ w
stopniu 3 (ryc. 8) i 2 (3 chomiki — stopien 3, 1 — stopien 2). Tylko
u jednego zwierzecia mial on nasilenie odpowiadajgce stopniowi 1
(ryc. 9).

U zwierzat z 7,5-minutowym niedokrwieniem nasilenie zmian mimo
podawania leku bylo wigksze. Niezmieniong populacje komorkows sek-
tora CA, stwierdzono tylko w 1 przypadku na lgczng liczbe 5 zwierzat.
W 2 przypadkach wystepowal catkowity, a w 2 czesciowy zanik neuro-
now, po jednym w stopniu 2 1i 3.
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Ryc. 7. Zwierze doswiadczalne z 5-min niedokrwieniem z poprzedzajacg pojedyn-
czg dawka indometacyny, 5 dni przezycia. Calkowicie zachowane neurony sektora
CA,. Fiolet krezylu. Pow. 100 X
Fig. 7. Experimental animal, 5 min ischemia with indomethacin pretreatment,
5 days survival. Unchanged neuronal population of CA; sector. Cresyl violet.
X 100

Ryc. 8. Zwierze do$wiadczalne z 5-min niedokrwieniem z poprzedzajaca pojedyncza
dawka indometacyny, 5 dni przezycia. Cze$ciowy zanik neuronéw sektora CA;.
Zachowane ok. 70°0 komoérek nerwowych. Fiolet krezylu. Pow. 100 X
Fig. 8. Experimental animal, 5 min ischemia with indomethacin pretreatment,
5 days survival. Partial neuronal loss in CA; sector (3°). Cresyl violet. X 100
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Ryc. 9. Zwierze do$wiadczalne z 5 min niedokrwieniem z poprzedzajaca pojedyn-
<za dawka indometacyny, 5 dni przezycia. Cze$ciowy zanik neuronéw sektora CA;.
Zachowane ok. 30% komorek. Fiolet krezylu. Pow. 100 X

Fig. 9. Experimental animal, 5 min ischemia with indomethacin pretreatment,
5 days survival. Partial neuronal loss in CA; sector (1°). Cresyl violet. X 100

Grupa doswiadczalna II. U zwierzgt z 5-minutowym niedokrwieniem
przy dwukrotnym podaniu indometacyny w zadnym przypadku nie
stwierdzono catkowitego ubytku neuronéw sektora CA,, a az w 4 spo-
$rod 5 obraz mikroskopowy byl niezmieniony. W jednym przypadku czes-
ciowego zaniku neuronéw, nasilenie odpowiadato stopniowi 3. Przy wy-
dluzeniu czasu niedokrwienia do 7,5 min, przy dwukrotnym podaniu in-
dometacyny w zadnym przypadku nie stwierdzono réwnmiez catkowitego
ubytku neuronéw sektora CA,. Czesciowy zanik wystepujacy u 1 zwie-
rzecia sposréd 5 badanych obejmowal okolo 50% populacji komérkowej
(stopien 2). U czterech kroélikéw nie stwierdzono zadnych nieprawidlowo-
Sci strukturalnych.

Grupa doswiadczalna III. Przy przesunieciu czasu podania jednorazo-
wej iniekecji indometacyny z 45 min przed 5-minutowym niedokrwie-
niem, na 3 godz. po niedokrwieniu niezmieniong populacje komoérkows
rogu Amona stwierdzono w 3 przypadkach na 5 badanych. U dwu zwie-
rzat wystepowal czesciowy zanik komorek sektora CA; mieszczacy sie
w granicach 2°.

Poréownanie wynikow uzyskanych u zwierzgt kontrolnych i doswiad-
czalnych, przedstawionych w tabeli 1 wskazuje, ze u chomikéw mongol-
skich z niedokrwieniem moézgu, ktorym nie podawano indometacyny usz-
kodzenie sektora CA, wystepowalo w 58,3%0 przypadkéw, w tym ciezkie,
za ktére uznano zaréwno calkowity zanik neuronéw, jak i ich ubytek
'w granicach stopnia 1, obecne bylo w 45,8%. Analogiczne dane dla gru-
py z indometacyng wynosza odpowiednio 50,0 i 12,6%. Niezmieniong po-
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Tabela 1. Zestawienie wynikoOw u zwierzat kontrolnych i doswiadczalnych
Table 1. Comparison of results in treated and untreated animals

Liczba Calkowity zanik CzeSciowy zanik neuronéw

CA
Grupa zwierzat zwierzat neuronéw w CA, 3 w CA, et x;ion
Group of animals No of Total loss of Partial loss of CA; neurons No changesy
animals CA; neurons 1° 20 3°
Zwierzeta kontrolne 24 8 3 1 2 10

Untreated animals

Zwierzgta doswia d-
czalne 30 4 1 3 7 15
Treated animals

pulacje komérek nerwowych sektora CA; w grupie nie leczonej stwier-
dzono w 41,7% przypadkéw, a w leczonej — w 50,0%. Roznica ta ksztal-
towala sie jeszcze wyrazniej przy uwzglednieniu natezenia uszkodzen
komérkowych. Niezmieniona populacja komérkowa sektora CA, oraz lek-
kie i umiarkowane uszkodzenia (stopien 2 i 3 lgcznie), wystepowalo
u zwierzat bez indometacyny w 54,2% przypadkoéow, a u zwierzat z po-
dawanym lekiem w 83,2%s.

Tabela 2. Zestawienie wynikOw u zwierzat do$wiadczalnych w zaleznosci od sposobu podawania
indometacyny
Table 2. Comparison of results of treated animals depending on the mode of indomethacin ap-
plication

Liczba Calkowity zanik CzeSciowy zanik neuronow

CA
Grupa zwierzat  zwierzat neuronow w CA, : w CA, ni ennie:xi i
Group of animals No of  Total loss of Partial loss of CA, neurons No changes
animals CA; neurons 1° 20 30
Grupa doswiadczalna I 15 4 1 2 4 4
Experimental group I
Grupa do$wiadczalna II 10 — o 1 1 8
Experimental group II
Grupa doswiadczalna III o — — — 2 3

Experimental group III

Poréwnanie skutecznosci indometacyny w zaleznosci od sposobu jej
podania (tab. 2) wskazuje, iz najmniej korzystne wyniki uzyskano przy
jednorazowym podaniu w 45 min przed niedokrwieniem moézgu. W gru-
pie tej w az 33,3% przypadkéw stwierdzono ciezkie uszkodzenia sektora
CA; rogu Amona, wyrazajace sie badz calkowitym zanikiem neuronow
badz ich znacznym ubytkiem (1°). Najkorzystniejsze wyniki stwierdzono
natomiast przy dwukrotnym podaniu indometacyny. Zmiany ciezkie nie
wystepowaly tu w ogoéle, a w 80% przypadkéw nie stwierdzono zadnych
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nieprawidlowosci w strukturze sektora CA;. Dobre wyniki uzyskano row-
niez przy opoéznionym w stosunku do poprzedniego schematu, podawaniu
indometacyny. Tu réwniez nie obserwowano zmian ciezkich, a obecne
w 2 przypadkach uszkodzenia sektora CA, miescily sie w ich stopniu naj-
1zejszym (3°).

Tabela 3. Zestawienie wynikOw u zwierzat kontrolnych i doswiadczalnych w zalezno$ci od czasu
niedokrwienia
Table 3. Comparison of results in treated and untreated animals depending on the time of ischemia

Czas niedo- Liczba Calkowity zanik Czeéciowy zanik ,CA‘_
Grupa zwierzat krwienia  zwierzat neuronow w CA, neurom?w i me.zmxe-
Group of animals Time of No of Total loss of Pasgal loss a—
ischemia  animals CA, neurons of 'CAs neurons e
10 20 30 Changes

Grupa kontrolna 5 min 18

5 2 1 1 9
Control group 7.5 min 6 3 1 — 1 1
Grupa doswiadczalna 1 5 min 10 2 1 1 3 3
Experimental group I 7.5 min 5 ! — 1 1 1
Grupa doswiadczalna 11 5 min ] — — - 1 4
Experimental group II 7.5 min 5 - — 1 — 4

Przedluzenie czasu niedokrwienia do 7,5 min poglebialo nasilenie usz-
kodzen tkankowych (tab. 3). Zaznaczalo sie to w sposéb wyrazny w gru-
pie zwierzat nie otrzymujacych indometacyny oraz w grupie doswiadczal-

nej I. Dwukrotne podanie leku réznice te niwelowalo niemal calkowi-
cie.

OMOWIENIE

Przedstawione wyniki badan, w przeciwienstwie do spostrzezen Suzu-
ki i wsp. (1983a) wskazuja, iz zanik komérek piramidowych sektora CA,
rogu Amona, stanowigcy poézne nastepstwo krétkotrwalego obustronnego
podwigzania tetnic szyjnych wspélnych u chomikéw mongolskich nie jest
zjawiskiem stalym. Wystepuje ono jedynie u okolo 50%e zwierzat, przy
czym calkowity zanik obecny jest w jeszcze mniejszym odsetku przypad-
kéw. U czeéei zwierzat ma on charakter niecatkowity wahajac sie w gra-
nicach od okolo 30 do 70%0 komérek nerwowych. Ubytkom komérkowym
towarzyszg nieswoiste zmiany zwyrodnieniowe zachowanej populacji neu-
ronéw. W 50% przypadkéw struktury rogu Amona nie wykazujg nie-
prawidlowosci mikroskopowych. Jest to tym bardziej zaskakujgce, iz w
innej serii badan Suzuki i wsp. (1983b) wykazali calkowity zanik czyn-
nosci bioelektrycznej neuronow sektora CA,, badanej przy uzyciu ele-
ktrod glebinowych juz w drugim dniu po niedokrwieniu, kiedy nie stwier-
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dzono jeszcze wykladnikow ich strukturalnego uszkodzenia. Co wigcej,
przediuzenie czasu niedokrwienia do 7,5 min, poglebiajac wprawdzie sto-
pien uszkodzen tkankowych, nie prowadzilo do ich wystapienia u wszyst-
kich zwierzagt poddanych zabiegowi. Fakt ten w sposob niewatpliwy og-
ranicza wartos¢ modelu doswiadczalnego do badan wplywu lekéw, ma-
jacych oslania¢ tkanke nerwowsg przed skutkami jej niedokrwienia.

Do grupy takich substancji nalezy indometacyna, stanowigca znany
inhibitor cyklo-oksygenazy, katalizujacej synteze réznych klas prostaglan-
dyn (Abdel-Halim i wsp. 1978), gromadzacych sie w moézgu w nastep-
stwie jego niedokrwienia (Ruszczewski 1977; Gaudet, Levine 1979; Gau-
det i wsp. 1980; Iannotti i wsp. 1981; Moscowitz, Coughlin 1981a; Bha-
koo i wsp. 1982). Nagromadzone w mozgu prostaglandyny, a przynaj-
mniej niektoére ich grupy, moga wywiera¢ uszkadzajacy wplyw na ele-
menty strukturalne tkanki nerwowej na drodze ich wazoaktywnego dzia-
lania oraz destabilizujacego efektu na blony komoérkowe. Moga réwniez
sprzyja¢ powstawaniu mikrozakrzepow plytkowych. Badania szeregu au-
torow, w tym Furlowa i Hallenbecka (1978), Moscowitza i Coughlina
(1981b), Boulu i wsp. (1982), Bhakoo i wsp. (1982), Kargstroma i wsp.
(1983), Mossakowskiego i Kwiatkowskiej-Patzer (1983) oraz Mossakow-
skiego i Gajkowskiej (1984) wskazuja, iz indometacyna moze tym uszko-
dzeniom skutecznie zapobiegac.

Poglad ten popierajg réwniez wyniki przedstawionej powyzej serii
badan, jakkolwiek sugerujg one, iz oslaniajgcy wplyw indometacyny nie
jest w tym przypadku calkowity i wykazuje wyrazng zaleznos¢ od dawki
i sposobu podawania leku. Przy pojedynczej dawce indometacyny, zasto-
sowanej w okresie poprzedzajagcym niedokrwienie moézgu jej efekt nie-
watpliwie uchwytny, byl najstabszy zarowno u zwierzat z 5-, jak i 7,5-
-minutowym podwigzaniem tetnic szyjnych. W obydwu grupach wyste-
powaly, cho¢ w mniejszej proporcji niz u zwierzat nieleczonych, przy-
padki calkowitego lub czesciowego zaniku komoérek nerwowych w sek-
torze CA, rogu Amona. Znacznie wyrazniejszy wplyw oslaniajacy stwier-
dzono przy dwukrotnym podawaniu leku — w okresie poprzedzajgcym
niedokrwienie i w 5 godz. po przywroéceniu krgzenia w moézgu. Przy tym
sposobie podawania indometacyny zaréwno u zwierzat z 5- i 7,5-minu-
towym niedokrwieniem nie wystepowal catkowity zanik neuronéw pira-
midowych, a czesciowe uszkodzenia sektora CA, spostrzegane w poje-
dynczych przypadkach mialy nieznaczne nasilenie. Wyjas$nienie korzyst-
niejszego dzialania leku przy jego dwukrotnym podawaniu jest oczy-
wiste w $wietle 6-godzinnego okresu poltrwania indometacyny (Abdel-
-Halim i wsp. 1978). Podobnie dla zapobiezenia zaburzeniom mikrokra-
zenia w mozgu, rozwijajacym sie w nastepstwie jego niedokrwienia oka-
zalo sie niezbedne wielokrotne podawanie leku (Mossakowski, Kwiatkow-
ska-Patzer 1982). W badaniach nad ultrastrukturalnymi skutkami niedo-
krwienia osrodkowego ukladu nerwowego u chomikéw mongolskich, Mos-
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sakowski i Gajkowska (1984) stwierdzili, ze oslaniajgce dzialanie indo-
metacyny wyczerpuje sie po uptywie 6 godz. Podtrzymujgca dawka leku
okazala sie tym bardziej niezbedna w przypadku dilugotrwalego procesu
jakim jest zanik neuronéw sektora CA,, ujawniajgcy sie dopiero po uply-
wie kilku dni od niedokrwienia i stanowigcy wyraz tzw. zjawiska dojrze-
wania procesu patologicznego (Klatzo 1975).

Na odrebng uwage zasluguja wyniki badan w grupie zwierzat ze
zmienionym schematem podawania indometacyny z wyprzedzajgcego nie-
dokrwienie na weczesng faze restytucji kragzenia mozgowego. Uzyskano
tu efekt niewgtpliwie korzystniejszy niz w grupie I. W badaniach nad
oslaniajgcym dzialaniem indometacyny w przypadkach niedokrwienia o$-
rodkowego ukladu nerwowego podkresla sie na ogo6l niezbednose jej sto-
sowania w okresie wyprzedzajacym zatrzymanie krazenia w moézgu (Fur-
low, Hallenbeck 1978; Hallenbeck, Furlow 1979; Iannotti i wsp. 1981;
Kargstrom i wsp. 1983; Mossakowski, Kwiatkowska-Patzer 1983). Zwia~
zane jest to z faktem, iz cyklo-oksygenaza, ktorej dzialanie jest hamo-
wane przez indometacyne, wymaga dla ujawnienia swojej aktywnosci
obecnosci tlenu (Siesjo i wsp. 1982), dostarczanego do mézgu natychmiast
po przywroéceniu w nim krgzenia. Obecnos¢ odpowiedniego stezenia in-
dometacyny we krwi juz przed niedokrwieniem zapewnia hamowanie ak-
tywnosci enzymu w moézgu we wezesnej fazie po przywréceniu krazenia,
kiedy dochodzi do gromadzenia sie kwasu arachidonowego, stanowigcego
substrat do syntezy prostaglandyn. Uzyskanie oslaniajacego efektu in-
dometacyny przy jej podaniu po incydencie niedokrwiennym stwarza ko-
rzystne implikacje zastosowan klinicznych. Nalezy jednakze wzigé pod
uwage fakt, ze w uzytym modelu doswiadczalnym mamy do czynienia
z bardzo lekkim niedokrwieniem moézgu, mieszczacym sie w czasowych
granicach pelnej odwracalnosci, o ograniczonym zakresie uszkodzen struk-
turalnych i bardzo powolnym przebiegu procesu patologicznego. Cechg
znamienng natomiast zjawiska dojrzewania procesu patologicznego jest
odwrotna proporcjonalno$¢ czasu jego rozwoju do intensywnosci uszko-
dzen. Skutecznos$¢ tego schematu stosowania indometacyny w cigzkich epi-
zodach niedokrwiennych wymaga odrebnego sprawdzania do$wiadczal-
nego.

Mechanizm oslaniajgcego dzialania indometacyny, zwigzany z zaha-
mowaniem syntezy prostaglandyn w warunkach niedokrwienia moézgu jest
nadal niewyjasniony. Wobec braku w zastosowanym modelu do$wiad-
czalnym znaczgcych zaburzen mikrokrgzenia mozgowego (Mossakowski
1978) i nie stwierdzenia mikrozakrzepéw naczyniowych (Mossakowski,
Gajkowska 1984), najbardziej prawdopodobne wydaje sie bezposrednie
dzialanie cytoprotekcyjne, zwigzane z zapobieganiem destabilizacji blon
komoérkowych, by¢ moze miedzy innymi przez antagonistyczne oddzialy-
wanie w stosunku do fosfolipazy A,, aktywizujgcej sie w czasie niedo-
krwienia (Jesse, Franson 1979), lub ograniczenie przepuszczalnosci blon
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komoérkowych dla jonow wapnia (Volpi i wsp. 1980). Znaczenie tego wias-
nie cytoprotekcyjnego dzialania indometacyny w zapobieganiu nastep-
stwom tkankowym niedokrwienia moézgu podnosili uprzednio Crockard
i wsp. (1980), Iannotti i wsp. (1981), Bhakoo i wsp. (1982) oraz Mossakow-
ski i Gajkowska (1984), a Pappius i Wolf (1976) zwrocili uwage na jej
korzystny wplyw na szereg metabolicznych parametrow mozgu uszko-
dzonego przez rozne czynniki.

BJIIMSIHUE MHAOMETALIMHA HA MIIEMMWYECKOE ITOBPEXJIEHME CEKTOPA CA,
AMMOHOBA POI'A ¥ MOHI'OJIbCKUX XOMSKOB

Pe3lome

ABTOpPBI NMPOC/ICAWIN 3aLIMAUIAIONICe BIMAHME HWHIOMETAlMHA HA CEJIEKTHBHOE MOBpPEXICHUE
cektopa CA; aMMOHOBA pora BCJEACTBHE KPATKOBPEMEHHON MIIEMHH TOJOBHOTO MO3ra. JKcCrie-
puMeHT ObLI NPOBEJEH HA MOHTOJIBCKHX XOMSKaX, Y KOTOPBIX aBTOPBI MOBA3BIBAIM C 00enx cT1o-
poH ofiuye COHHbIE ApPTEPUM HA MIPOMEXKYTOK 5 MuH. U 7,5 MuH. [TepexxuBaeMOCThb 1OCHE UIIEMAR
cocrammsia 5 wim 7 [OHe. DKCrnepuMEeHTalIbHbIe KHUBOTHBIE IOJIyYald OpPIOLIMHHYIO HWHBEKIHIO
HMHOMETalUMHA B 03¢ 8 MI/KT Maccel Teja Ha 45 MuH. nepeq wid B 3 yaca nmocie nmemuu. Joba-
BOYHYIO I'PyIily COCTaBJIAIM KUBOTHBIE C JIBYKPATHBIM BBEICHHEM WHIOMETALIMHA B TPOMEXKYTKE
6 uyacoB. KOHTPONbHbIC JXMBOTHBIE HE MOJIyYasid JIGKAPCTBEHHOrO CpPEICTBA.

Pe3ynbTaThl MCCNEIOBAaHMM NOKA3aM YTO MHOOMETAIIMH OKa3biBaJsl 3aljuujaioniee aeicTsue
BO BCEX IKCHEPHMMEHTABHBIX TPYNNax, 3ailuiias OT MOBPeXAeHHs HelpoHsl cektopa CA; amMmmo-
HOBA pOra WJIR YyMEHbIasi HHTEHCHBHOCTh KOHCTATHPOBAHHBIX M3MeHeHuii. CaMmeblii Onaronpusr-
HbII 3auuiaroniuid 3Q(EeKT KOHCTATHPOBAHO Y KUBOTHBIX, KOTOPBIE JABYKPATHO MOJIy4aTd JIeKap-
CTBEHHOE CPEJCTBO. 3acily)KMBA€T BHHMAaHMS XOPOLIMI pe3y/ibTaT MOJIyYE€HHBI B rpynne ¢ IpH-
MEHEHHEM JIEKAapCTBEHHOTO CPEACTBA B 3 vaca NOCje HIIeMHUD.

ABTOpBI BBIIBHHYJIM TPEIIONOKEHNE, 4TO 3amumuaronmii 3ddext mHaoMeTanuHa CBs3aH
C MpeaynpexaeHueM necTabunm3anuu KIeTOYHbIX O000JIOYEeK HEHPOHOB.

INFLUENCE OF INDOMETHACIN ON ISCHEMIC ALTERATIONS OF THE CA,
SECTOR OF AMMON’S HORN IN MONGOLIAN GERBILS

Summary

The protective influence of indomethacin on selective damage of Ca; neurons
of Ammon’s horn resulting from short lasting cerebral ischemia was studied. Ex-
periments were performed on Mongolian gerbils in which common carotid arteries
were bilaterally ligated for 5 or 7.5 min. The animals were given intraperitoneal
injection of indomethacin in a dosis of 8 mg/kg b.w. either 45 min prior to cere-
bral ischemia or 3 h after release of carotid ligation. Animals with doubled dosis
of indomethacin given 45 min before and 5 h after ischemia formed an additional
experimental group. Untreated animals were considered as a control group.

The results of experiments demonstrated that indomethacin exerts a protective
action in all experimental groups either preventing appearance of neuronal damage
in Ammon’s horn sector CA; or reducing its intensity. The most remarkable effect
of the drug was found in the case of its double application. Good results obtained
in the group of animals in which indomethacin was given 3 h following ischemia,
are worth mentioning.

It seems that the protective effect of indomethacin is connected with preven-
tion of cellular membrane destabilization.
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Scrapie in sheep and goats (Dickinson 1976), Creutzfeldt—Jakob di-
sease (CJD) (Gibbs et al. 1968), kuru (Gajdusek et al. 1966) in man and
transmissible mink encephalopathy (Marsh, Hanson 1979) are fatal, trans-
missible diseases of the central nervous system caused by a replicating
agent which has been called virino (Gajdusek 1977; Dickinson, Outram
1979). The spectrum of entities, which form the transmissible spongiform
encephalopathies group is yet to be elucidated. There is some evidence
suggesting that the Alzheimer disease (AD) and Gerstmann-Straussler
syndrome (GSS) are of similar etiology (Rewcastle et al. 1978; Masters
et al. 1980).

CJD, kuru, murine scrapie, AD and GSS share a common neuropa-
thological phenomenon — the presence of neuritic or amyloid plaques.
The senile or neuritic plaques are typical for AD (Wisniewski, Terry
1973) and kuru plaques for kuru (Klatzo et al. 1979) and CJD (Kriicke
et al. 1974). The plaques encountered in GSS are of intermediate posi-
tion (Masters et al. 1981). From the work done in murine scrapie it
seems, however, that at least five types of plaque patterns
could be recognized (Bruce, Fraser 1975). It is not unjustifiable to po-
stulate more diversity in plaques morphology than previously recognized.

The aim of this communication was to report the fine structure of
neuritic plaques encountered in a case of Creutzfeldt-Jakob disease with
plaques and tangles.

*The results of this paper were presented at the EMBO meeting “Scrapie and
related unconventional infections”, held in New Battley Abbey, Scotland, July, 1984.

Paper supported by Grant of Ministry of Health and Social Welfare (No 5).
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MATERIAL AND METHODS

The detailed history of the patient was presented previously (Liberski
1984). Briefly, the patient, 32-year-old man died in the Department of
Neurology, Medical Academy %o6dz (Head Prof. Dr A. Prusinski) with
signs of dementia, pyramidal signs, myoclonic jerks and dystonic move-
ments of the trunk and extremities. Laboratory examinations were un-
remarkable except EEG which showed high-voltage, slow waves and
spikes appearing in a diffuse synchronous pattern.

Autopsy was performed about 1 hour after death. After removing the
brain, part of it was immediately frozen and stored at — 20°C for
further usage. 1—2 cubic mm samples were dissected from the cortex
at the convexity and from the cingular gyrus, and fixed in 4% gluta-
raldehyde in cacodylate buffer at room temperature, postfixed in 1%
osmium tetroxide, dehydrated in a graded series of ethanol solutions
and embedded in Epon 812. The semithin sections were stained with
methyl-blue. The ultrathin sections were double stained with lead cit--
rate and uranyl acetate. The samples were examined and photographed
with a JEM 100 C JEOL and EM 109 Zeiss.

RESULTS

At the light microscopy level the plaques appeared in diffuse man-
ner through the cortex with special predilection to occipital and parietal
lobes (Fig. 1). Some of them were most consistent with senile (neuritic)
plaques of AD, some, however, were reminiscent of kuru plaques. These
plaques consisted of a dense center and radiating halo composed of an
amyloid (Fig. 2). The glial reaction consisting of astroglial and micro-
glial cells was located around the plaques, what is atypical for kuru
plaques, but encountered in senile plaques.

Ultrastructural analysis of the plaques revealed that they consisted
of distended and degenerating axons. Synapses between them were ob-
served (Fig. 4). In the majority of axons two types of changes were
recognized. The axons were filled with inclusion bodies. Inclusions were
oval or round and amorphous, electron-dense or lamellar and electron-
lucent (Figs. 4, 5, 7, 8, 9). Electron-dense, amorphous and lamellar
inclusions were intermingled in the same axons. All axons seemed to
be in the same stage of development. The plaques, composed exclusively
of distended, dystrophic axons filled with inclusion bodies were most
consistent with neuritic plaques according to Wisniewski and Terry
(1973). In some plaques large vacuoles were formed (Fig. 3).

The second hallmark of the plaques were amyloid deposits (Figs. 5,
6) lying extracellularly in boundles, or haphazardly arranged fibrils.
Amyloid fibrils were encountered inside the plaques themselves or be-
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Fig. 1, Amyloid plaques reminiscent of “kuru” plaques (arrows). Cerebral cortex.
H—E. X 160

Ryc. 1. Plytki amyloidowe przypominajgce piytki typu ,kuru” (strzalki). Kora
moézgu. H—E. Pow. 160 X

Fig. 2. Amyloid plaque reminiscent of “kuru” plaque. Note glial reaction around
the plaque (arrows). H—E. X 400

Ryc. 2. Plytka amyloidowa przypominajaca plytke typu ,kuru”. WyrazZna reakcja
glejowa wokot plytki (strzatki). H—E. Pow. 400 X
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Fig. 3. Vacuole inside the degenerating axon. X 33500
Ryc. 3. Wakuola wewnatrz wyrodniejgcego aksona. Pow. 33 500 X

tween other cellular elements. The plaques composed of amyloid fibrils
as well as dystrophic neurites are called primitive plaques. It should
be noted that some neurites were filled with fibrillar material of un-
known nature (Fig. 8). The “kuru” plaques, identical to what is called
stellate plaques of scrapie (Bruce, Fraser 1975) were never observed at
the fine structural level.

The ultrastructural pattern of neurofibrillary changes, namely the
tangles composed of paired helical filaments (Fig. 9) are presented in de-
tail in the second part of this paper.
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Fig. 4. Degenerating axon from neuritic plaque. Note abortive synapse on the axon

(arrows). Axon filled with inclusion bodies: amorphous, homogenous, and lamellar.
» 20000

Ryc. 4. Wyrodniejacy akson z plytki neurytycznej. Zwraca uwage obecno$é zakon-
czenia synaptycznego (strzalki). Akson wypelniajg ciala wtretowe: homogenne, bez-
postaciowe i blaszkowate. Pow. 20 000 X

e

#

Fig. 5. Primitive plaque. Bundles of amyloid (A) lying between degenerating axons.
X 20000

Ryc. 5. Plytka prymitywna. Peczki wildkienek amyloidowych (A) lezace pomiedzy

wyrodniejacynti a-lggoim”fmg%po >4
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DISCUSSION

Plaques composed of degenerating axons with concomitant amyloid
were the ultrastructural hallmark of the case presented here. The neuri-
tic (senile) plaque is typical for AD or senile dementia of Alzheimer type
(SDAT) (Wisniewski, Terry 1973; Wisniewski et al. 1983). The neuritic
plaque contains dystrophic or degenerating neurites. Neuritic plaques
with admixture of wisps of amyloid are called primitive plaques. Those
with central core of amyloid accompanied by dystrophic neurites and
wisps of amyloid fibrils are named classical plaques. The latter type, with
little or no neuritic processes, is referred to as amyloid plaque. Both
astroglial and microglial cells surround the plaque. Beside humans, the
neuritic plaques as well as other forms of plaques have been found in
aged monkeys (Wisniewski et al. 1973), rats (Vaughan, Peters 1981) and
dogs (Wisniewski, Terry 1973).

On the other hand, the plaques encountered in kuru and CJD are
formed of a central stellate core of amyloid with few concomitant dy-
strophic neurites and glial cells. These are named kuru plaques (Kriicke
et al. 1974; Hayek, Ulrich 1975; Beck, Daniel 1979; Tateishi et al. 1979,
1983). The lack of glial cells around plaques differentiates them from
senile plaques of AD.

The plaques in the Gerstmann-Straussler syndrome (GSS) (Masters
et al. 1981) or Gerstmann-Straussler disease (Boellaard, Schlote 1980;
Schlote et al. 1980; Kuzuhara et al. 1983) occupy an intermediate posi-
tion. They are composed of a central core of amyloid surrounded by de-

Fig. 6. Higher magnification of a bundle of amyloid fibrils. X 66 000
Ryec. 6. Duze powiekszenie peczka widkienek amyloidu. Pow. 66 000 X
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Fig. 7. Degenerating axon containing inclusion bodies. Note diversity of inclusions.
X 33500
Ryc. 7. Wyrodniejacy akson z cialami wtretowymi. Zwraca uwage réznorodno$é ciat
wtretowych. Pow. 33 500 X

generating neurites and reactive glial cells, similar to plaques in AD or
SDAT. It should be stressed that GSS has been transmitted to animals
(Masters et al. 1980). Nevertheless, the morphology, of GSS plaques is
most consistent with AD or SDAT and not with kuru or CJD.

The plaques in murine scrapie show the greatest diversity in their
morphology (Bruce, Fraser 1975). In light microscopy five types of pla-
ques were observed. Those included: shadowy plaques, stellate ones cor-
responding to kuru plaques, amorphous plaques, giant plaques and dif-
fuse formation of an amyloid. The stellate plaques are largely composed
of an amyloid. The amyloid center of stellate appearance is sometimes
surrounded by distended, degenerating neurites and occasionally micro-
glial cells. It should be stressed once again, that senile plaques of AD or
SDAT do not correspond strictly to any type of murine scrapie plaques.

The plaques described here, formed by degenerating neurites conta-
ining dense and lamellar bodies intermingled with wisps of amyloid
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Fig. 8. Degenerating axon containing inclusion bodies, the center filled with dis-
persed fibrillar material. <X 33 500

Ryc. 8. Wyrodniejacy akson zawierajgcy ciala wtretowe, w jego czesci centralnej
rozproszony material widkienkowy. Pow. 33 500 X

filaments and surrounded by macro- and microglial cells are most con-
sistent with the neuritic and primitive plaques of AD or SDAT (Wis-
niewski, Terry 1973). The neurofibrillary tangles are also hallmarks of
these disorders and were encountered in the case studied (see second
part of this paper). Studies on the transmissibility of this case performed
an hamsters with incubation period up to 500 days places this case within
the spectrum of spongiform encephalopathies (Liberski 1984). There was,
thus, some discrepancy between the etiology of the examined case and
the underlying neuropathological findings (the nosological position of this
case will be discussed in the second part of this paper). It should be no-
ted, however, that 10% of CJD cases are characterized by neuritic pla-
ques (Manuelidis — personal communication, 1984).

The pathogenetic significance of plaques formation is not clear. Pla-
ques development was studied in AD and SDAT (Wisniewski et al. 1983).
In the early stages dystrophic neurites dominate the picture and a small
amount of amyloid is observed. These are neuritic and primitive pla-
ques. The process leads thus to the development of a central core of
amyloid surrounded by degenerating neurites, and wisps of amyloid
filaments occupying a peripheral position. These are classical plaques.
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Fig. 9. Neuritic plaque containing degenerating axons. One of them filled with
paired helical filaments (PHFs). X 52 000
Ryc. 9. Plytka neurytyczna zawierajaca wyrodniejgce aksony. Jeden z nich wypel-
niony podwoéjnymi helikalnymi filamentami (PHFs). Pow. 52 000 X

At the final stage the destruction of neurites is finished and only the
amyloid (“burned off”) center is visible. This stage corresponds to amy-
loid plaques. It should be stressed, however, that in spongiform ence-
phalopathies the plaque formation pattern is not so clearly arranged,
and the data concerning its development are too scanty.

The experiments performed in murine scrapie elucidated, at least
partly, the data gathered from other spongiform encephalopathies stu-
died. The formation of plaques is dependent on the particular strain of
scrapie and the host genotype as well (Bruce et al. 1976). The incidence
of plaques formation with different mouse genotype and scrapie strain
combination varied between 0 and 100°%o (Bruce et al. 1976). The 87A
and 87V strains show the highest incidence, and 22C, 79A and 79V the
lowest. Some scrapie strains, namely, ME7 and 22A produce a moderate
number of plaques. It should be stressed however, that the incidence of
plaques formation is also governed by the host genotype. The plaque
counts are different for both ME7 and 22A strains passaged through
C57Bl, VM and F, cross mice, which are of different genotype as regards
the Sinc gene (Dickinson, Outram 1979). In both cases the incidence of
cerebral amyloidosis corresponds to the range of incubation periods.
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However, the incidence of amyloidosis is not a simple consequence of
prolonged incubation period. The scrapie strains 22C, 79A and 79V pro-
ducing no plaques have incubation periods with the range of strains
producing a large number of plaques (Bruce, Fraser 1982). This observa-
tion is supported by the results of experiments in which the increasing
age of inoculation (and, therefore, of death) does not produce an in-
crease in plaques formation (Bruce, Fraser 1980). In very old mice (from
813 to 1186 days) no plaques are encountered, thus, probably ageing
itself is not a factor in plaques formation. Similar conclusions are proba-
bly justifiable for CJD. Only a limited number of cases (and probably
strains) is characterized by plaques formation (Tateishi et al. 1979, 1983;
Masters et al. 1981) and there is some evidence to suggest that plaques
associated with isolates are easier to transmitted to small laboratory ro-
dents (Tateishi et al. 1979, 1983; Liberski 1984). GSS differs also in scope
of species of animals susceptible to experimental transmission (Masters
et al. 1981). GSS, characterized by numerous plaques formation is tran-
smissible to Spider and Squirrel monkeys, with incubation periods 20
and 30 months, respectively, but not to chimpanzees. It should be stres-
sed, also that the duration of diseases in CJD with plaques is longer than
in CJD without them, and duration of GSS is ten times longer than for
CJD without kuru plaques (Masters et al. 1981). The case described here
characterized by a large number of plaques observed in LM and EM
studies and relatively easily transmissible to hamsters (Liberski 1984),
confirmed also the view that the plaques-producing factor is mostly
strain-associated and not a simple consequence of ageing or duration
of disease itself.

Plaques formation is associated with a scrapie agent replication, to
some degree at least (Bruce 1981). The presence of plaques is the first
histopathological change to be seen which appeared at about one-sixth
of the lapse of the incubation period. In each combination of scrapie-
-strain-mouse genotype studied so far the plaques are seen first in the
corpus callosum and around lateral ventricles. These observations are
supported by the fact of presence of amyloid deposits along the needle
track (Wisniewski et al. 1981). In other brain areas, remote from the
site of injection the plaques appeared much later. Similar results were
obtained when using different routes of inoculation (Bruce, Fraser 1981).
The plaque number is consistently lower with intraperitoneal than with
intracerebral injection in three strains studied and their localization is
different. It should be stressed also that higher numbers of plaques are
observed at the site of injection, and injection at the midline resulted in
approximately equal distribution between the halves of the brain (Bruce
1981).
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ULTRASTRUKTURA CHOROBY CREUTZFELDTA—JAKOBA
Z PLYTKAMI I ZWYRODNIENIEM WELOKIENKOWYM
I. PLYTKI NEURYTYCZNE

Streszczenie

Oméwiono ultrastrukture przypadku choroby Creutzfeldta—Jakoba u 32 let-
niego chorego z zespolem piramidowo-pozapiramidowym, miokloniami oraz charak-
terystycznym zapisem w EEG. Liczne plytki neurytyczne i pierwotne dominowaly
w obrazie neuropatologicznym. Gléwnym komponentem plytek byly wyrodniejace
aksony, zawierajace bezpostaciowe i blaszkowate ciala wtretowe. W obrebie plytek
oraz w wyrodniejacych aksonach o pustym wygladzie obserwowano podwoéjne he-
likalne filamenty odpowiadajace zwyrodnieniu widkienkowemu Alzheimera. Cze$é
piytek zawierala lezgce pozakomoérkowo zlogi amyloidu.

W oparciu o obraz ultrastrukturalny przedyskutowano pozycje nozologiczng
przypadku oraz znaczenie i patogeneze plytek amyloidowych.

VJIBTPACTPYKTYPA BOJIE3HU KPEULI®EJIBATA —SIKOBA
C TUTACTUHKAMU U C ®UBPUJLJISIPHOM JETEHEPAIIMEN.
1. HEBPUTUYECKHE TUTACTUHKH

Pe3ome

O6cyxknena ynbTpacTpykTypa ciyvas 6onesan Kpeitdenbara— Sxkoba y 32-netsero 601bHOTO
C MUPaMUIATBHO-9KCTPANUPAMHAIANBHBIM CHHIPOMOM, C MHOKJIOHMSIMA M XapaKTePHOU 3aNHMChIO
O3I'. B HeBpONaTOJIOTHYECKO# KapTuHe npeobiiaand MHOXECTBEHHbIE HEBPOTAYECKHE M NPHUMM-
TUBHBIE IJIACTHUHKH. [ JIaBHBIM KOMIIOHEHTOM IUIACTHHOK OBIIA JEreHepUpYIOINe aKCOHBI COHEp-
JKallue MHKJIFO3HOHHBIE amopduyeckne M IUlacTHHYATHIe Tela. B nmpexenax NIacTHHOK M B jere-
HEPUPYIOIINX AKCOHAX C MYCTHIM BHEIUHMM BHWOM aBTOPLI HaOmOIamM JBOWHBIE TeHMKAIBHBIE
¢dunameHTsl coOTBeTCTBYIOIME GUOPH/UIApHON HereHepaumu AnbureiimMepa. YacTh IUIACTHHOK
cojiepxkKayia JIeXKallde BHEKJIETOYHO KOHKPEMEHTHI aMMIIONJA.

On@pasgch Ha yNbTPACTPYKTYPHYIO KapTHHY, aBTOPBI OOCYAMJIA HO30JIOTHYECKYIO MO3HLHMIO
Cllydasi, a TaK)Ke 3HA4YEHHE W MATOreHE3 aMHJIOMIHBIX IIACTHHOK.
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BRAIN FINE STRUCTURE IN CREUTZFELDT—JAKOB
DISEASE WITH PLAQUES AND TANGLES.
II. NEUROFIBRILLARY TANGLES COMPOSED OF PAIRED
HELICAL FILAMENTS *

Department of Neurology, Department of Oncology and Department of Pathological
Anatomy, Medical Academy, L6dzZ

The neurofibrillary tangles (NFT) are the second hallmark, besides
neuritic plaques, of Alzheimer’s disease (AD) or senile dementia of Al-
zheimer type (SDAT) (Wisniewski 1978). They have not been described
in transmissible spongiform encephalopathies, Creutzfeldt—Jakob disease
(CJD) included (Wisniewski et al. 1979), to which AD is related by its
presumable etiology (Rewcastle et al. 1978; Goudsmit et al. 1980) or pa-
thogenesis (Wisniewski et al. 1976; Dickinson et al. 1983).

In the first part of this paper (Liberski et al. 1985) the fine structure
of the neuritic and primitive plaques characterizing the case of atypical
Creutzfeldt-Jakob disease has been described. In this study the ultra-
structure of NFT composed of paired helical filaments (PHFs) was ana-
lysed. The nosological position of the studied case, and its possible rela-
tionships to both AD — SDAT and CJD were discussed.

MATERIAL AND METHODS

The brief case report as well as methods of tissue processing for elec-
tron microscopy have been described previously (Liberski et al. 1985).

RESULTS

As noted previously (Liberski et al. 1985) the neuritic and primitive
plaques dominated the ultrastructural picture of the examined case. NFT
were observed in axons in close association with the plaques, or in
axons of “empty”, electron lucent appearance (Figs 1, 2). The NFT were
composed of PHFs (Figs 3, 4, 5). The PHFs were of indefinite length,

* The results of this paper were presented at the EMBO meeting “Scrapie and
related unconventional infections”, held in New Battley Abbey, Scotland, July, 1984.
Paper is supported by Grant of Ministry of Health and Social Welfare (No 5).

http://rcin.org.pl



522 P. P. Liberski et al.

Fig. 1. Axon containing paired helical filaments. Degenerating synaptic terminal
(arrow). X 12 000

Ryc. 1. Akson zawierajacy podwoéjne helikalne filamenty. Wyrodniejace zakoficze-
nie synaptyczne (strzalka). Pow. 12 000 X

arciform or circular in cross section, 15 nm in diameter, with no side
arms or branches. The filaments were twisted helically around each
other at a distance of 76—92 nm between the nodal points. The pair of
helical filaments measured approximately 35 nm to 38 nm of the widest
and about 25 nm at their narrowest point. NFT both from axons situated
at the margin of the plaques, and from the “empty” axonal profiles see-
med to be identical.

DISCUSSION

The NFT are the hallmark of both AD and SDAT (Wisniewski, Soifer
1976; Igbal et al. 1978, 1982; Terry 1979; Terry, Katzman 1983). At the
fine structural level the NFT are composed of 15 nm PHFs wound round
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Fig. 2. Paxred hehcal fllaments Each pair composed of two 15 nm filaments wound
helically around each other (arrows), the distance between nodal points about 90 nm.
X 334000, bar = 0.5 pm

Ryc. 2. Podwojne helikalne filamenty. Para utworzona z dwéch 15 nm filamentow
okreconych helikalnie wokoét siebie, z przewezeniami (strzalki) w odleglo$ci okolo
Pow. 334 000 <, skala = 0,5 um
each other with crossovers at 80—100 nm (Wisniewski et al. 1976;
Shibayama, Kitoh 1978). The PHFs are clearly distinet from 10 nm
neurofilaments and neurotubules characteristic for normal neurons. NFT
composed of PHFs are found in the Guam parkinsonism-dementia-amy-
otrophic lateral sclerosis complex, postencephalitic parkinsonism, Down
syndrome in adult persons, subacute sclerosing panencephalitis, ceroid-
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Fig. 3. Paired helical filaments in cross, longitudinal and oblique sections. X 52 000

Ryc. 3. Przekroje podiluzne, poprzeczne i sko$ne podwoéjnych helikalnych filamen-
tow. Pow. 52000 X

-lipofuscinosis and Hallervorden-Spatz disease (Wisniewski et al. 1976;
Wiséniewski, Soifer 1979; Wisniewski et al. 1979). The NFT formed by
unknown structural elements but not PHFs were described in CJD
(Wisniewski et al. 1979). In several other pathological conditions both
PHFs and straight filaments (SF) were observed. In progressive supra-
nuclear palsy (Ghatak et al. 1980) the NFT are composed of SF 13—
16 nm in diameter, besides PHFs measuring 20—22 nm in width with
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Fig. 4. Degenerating axon containing paired helical filaments. X 26 000
Ryc. 4. Wyrodniejgcy akson zawierajacy podwdéjne helikalne filamenty. Pow. 26 000 X

regular constrictions at 70—90 nm intervals or twisted tubules 25—
30 nm in width, with constrictions at 140—160 nm intervals, as concomi-
tant finding. A similar mixture of SF measuring 15—20 nm in width,
with twisted tubules constricted at 80—100 nm, was reported by Yagas-
hita et al. (1980). The SF 15 nm in width intermingled with PHFs have

http://rcin.org.pl



526 P. P. Liberski et al.

Fig. 5. Degenerating axon completely filled with paired helical filaments. > 52 000

Ryc. 5. Wyrodniejgcy akson calkowicie wypelniony podwéjnymi helikalnymi fila-
mentami. Pow. 52 000 X

been shown by Ishii and Nakamura (1981) and by Rudelli et al. (1982)
in a case of posttraumatic AD. In the latter case SF of 13—17 nm in
width, showed random side arms, whereas PHFs width was 22 to 24 nm
with periodic 8-nm constrictions about 70 to 100 nm apart. In a case of
quadriplegia with myoclonic movements (Kuroda et al. 1979) the NFT
were composed of 12-nm SF. Recently a lower motor neuron disease in
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young pigs was described (Higgins et al. 1983), in which NFT were
composed of 9—11-nm SF, with lateral branching arms, linking them
into bundles.

The NFT of the case presented here were composed of paired helical
filaments, each 15 nm in diameter, narrownig every 90 nm (77 to 92 nm).
These NFT correspond to the 15-nm PHFs which characterize AD or
SDAT. Other neuropathological findings in this case were numerous
neuritic or primitive plaques (rarer) as classified according to Wisniew-
ski and Terry (1973). Thus, the ultrastructural pattern of the case pre-
sented here was most consistent with AD not with CJD. It should be
stressed, however, that in about 10% of CJD cases neuritic plaques and
PHFs are observed (Manuelidis 1984 — personal communication).

The apparent transmissibility of the presented case to hamsters (Li-
berski 1984) provided probably additional support to the hypothesis of
“slow viral” etiology of AD. It was reported (Rewcastle et al. 1978) that
two cases of the familial, but not the sporadic form of AD were suc-
cesfully transmitted to both Spider and Squirrel monkeys but not to
Chimpanzees. This report has not been confirmed by others and the
significance of the above mentioned results is questionable (Goudsmit et
al. 1980). It is noteworthy that extracts of brain tissue of AD patients
seemed to induce the formation of PHFs in cultured human fetal neu-
rons (DeBoni, Crapper 1978).

There are other possibilities that the case described here may re-
present what is called the “grey area” between AD and CJD or two in-
dependent processes are overlapping. Many questions raised by this
report still remain open.

ULTRASTRUKTURA PRZYPADKU CHOROBY CREUTZFELDTA—JAKOBA
Z PLYTKAMI I ZWYRODNIENIEM WEOKIENKOWYM.
II. ZMIANY WEOKIENKOWE UTWORZONE Z PODWOJNYCH HELIKALNYCH
FILAMENTOW

. Streszczenie

Omoéwiono ultrastrukture podwoéjnych filamentéw w przypadku choroby Creutz-
feldta—Jakoba z plytkami starczymi i zwyrodnieniem wlékienkowym Alzheimera.
Pary utworzone z dwoéch filamentéw spotykano zar6wno w aksonach powigzanych
z plytkami starczymi (neurytycznymi i ,,prymitywnymi”), jak i poza plytkami, we-
wnatrz ,pustych” elektronowo-jasnych aksonéw. Poszczegblne filamenty o $rednicy
15 nm tworzyly pary poprzez helikalne owiniecie dookola siebie, ze zwezeniami co
76—92 nm ($rednio 90 nm).

W dyskusji przedstawiono znaczenie patogenetyczne podwdjnych filamentéw
oraz omoéwiono pozycje nozologiczng dyskutowanego przypadku (choroba Alzhei-
mera, choroba Creutzfeldta—Jakoba lub forma pos$rednia pomiedzy tymi dwoma
jednostkami).
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.VIIBTPACTPYKTYPA CJIVYAS BOJIE3HU KPEU®EJIBATA—SKOBA
C IUTACTUHKAMU U ®UBPUWUISIPHOU JETEHEPALIUEN.
II. ®UBPUJUTSIPHBIE U3MEHEHU S OBPA3OBAHHBIE U3 IBOMHBIX MEJIMKAJIbHBIX
DOUJITIAMEHTOB

Pe3ome

OO6cyxaeHa ynbTPacCTPYKTypa ABOMHBIX (uiamMeHTOB B ciydae Oonesun Kpeiudenpara —
Sxo0a ¢ ceHnIIbHBIMY IUIACTHHKAMHE ¥ ¢ GuOpwispHoil neresepaumeit Anbureiivepa. ITapst o6pa-
30BaHHbIC U3 OBYX 15 HM ()miIaMeHTOB aBTOPHI BCTPEYAIH KaK B AKCOHAX CBA3AHHBIX C CEHHJIbHBIMHA
IUTACTHHKaM¥ (HEBPOTHYECKMMH ¥ NPHMHMTHBHBIMH), TaK W BHE IUIACTHHOK, BHYTPH ,,lIyCTBIX™
3JIEKTPOHHO-CBETJIBIX aKCOHOB. OTenbHbIe 15 HM punaMenTsl 06pa3oBau Napsl NYTEM reMKab=
HOro 06BemeHusi BOKPYT cebsi, CO CykeHuAMH Kaxmple 76—92 um (B cpexueM 90 HM).

B mucKyccHy aBTOpBI NPEACTABHIM NATOrEHETHYECKOE 3HAYEHHE BOMHBIX (QHIAMEHTOB M 06~
CYIMIA HO30JIOTMYECKYIO TIO3MIMIO BbIIIEYIOMSHYTOTrO ciay4as (Gone3ns AnbureiiMepa, Gone3Hb
Kpeiinbenbara — Sxoba uiu npomMexyTodHass Gopma MexIy 3THMH ABeMs €INHUIIAMA).
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ANALYSIS OF NEUROPATHOLOGICAL CHANGES
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WHO DIED FROM PROLIFERATIVE HEMATOLOGICAL DISEASES

Laboratory of Developmental Neuropathology, Medical Research Centre of Polish
Academy of Sciences and Department of Pathology Institute of Hematology,
Warszawa

The aim of this paper is an analysis of the neuropathological picture
of the brain of adult patients who died from proliferative diseases of
the hemopoetic system. They were treated according to modern methods
of hematologic therapy. A similar group of patients was studied sixteen
years ago (Mossakowski et al. 1963). But at that time the treatment of
leukemia was not specific and different from the present one. We now
try to compare the material collected recently with that collected in
the period 1956—1959.

MATERIAL AND METHODS

The whole material was collected randomly during the 12 months
period of 1976/1977 years in the Institute of Hematology in Warsaw.
There were 51 cases (31 men and 20 women). The youngest patient was
16 y.o., the oldest 75 y.o. Survival time from the establishment of clini-
cal diagnosis extended from 7 days to 12 years. All patients except one
were treated. Treatment began directly after diagnosis was made. Thus,
the time of therapy was the same as the time of survival except in two
cases, where therapy began earlier because of other illness which later
converted into leukemia. The classification of the nosologic entities, sex,
age, and time of survival is presented in the Table 1.

The most important group consisted of patients with acute myeloge-
nous leukemia (AML). The survival time was the shortest. The median
of survival time of chronic exacerbate myelogenous leukemia (ChEML)
and chronic myelogenous leukemia (ChML) was the same and it was
markedly longer than in the case of chronic lymphocytic leukemia (ChLL)
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Table 1. Clinical data
Tabela 1. Dane kliniczne

Clinical Sex Age i Survi.val after
diagnosis Numbf,r of cases Pleé¢ years diagnosis ('mo.nths)
Rozpoznanie Liczba Wiek Okres przezyc§a od
Kliniczne pezypadkow male female lata i
mezezyZni kobiety —
AML 24 12 12 16—69 0.2—24
(35 3)
ChEML 13 9 4 21-57 0.75—132
39 (36)
ChML 3 3 0 46—72 24—108
(63) (36)
ChLL 7 4 3 53—175 12—108
(69) (24
H.D. 3 2 1 31-56 36—156
(49) 48)
Ly.sa. 1 | 0 23 14
Total 51 31 20
Razem
AML — Leucaemia myelogenes acuta
ChEML — Leucaemia myelogenes chronica exacerbata
ChML  — Leucaemia myelogenes chronica
ChLL  — Leucaemia lymphatica chronica
H.D.  — Lymphogranulomatosis
Lysa. — Lymphosarcoma

In parentheses median is given
W nawiasach podano mediane

group. Patients with Hodgkin’s disease (H.D.) survived longest. In every
case precise post mortem examination was performed. All brains were
examined after fixation, specimens were taken routinely and slices were
stained by H—E and Heidenhain method. In some cases the technics of
preparation were broadened. The whole collection was evaluated in the-
light microscope.

RESULTS

The pathological changes consisted in: brain edema, venostasis, leu-
costasis, hemorrhagic changes, leukemic infiltrations in the brain, me-
ninges and cranial nerves and also damage of brain parenchyma. Edema
and venostasis were observed in 43 cases. In 3 cases severe edema resul-
ted in focal necrosis. Leucostasis (Fig. 1) occurred in 16 cases (Tab. 2).
Leucostasis mostly accompanied a high white blood cell count (w.b.c.) in
the peripheral blood. It reflected always cases with diffuse leukemic in-
filtrations in the brain (Fig. 2) and meninges. However, in 16 cases with
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Table 2. Leucostasis — relation to peripheral blood picture and brain changes

Tabela 2. Leukostaza — powiazanie z obrazem krwi obwodowej i zmianami w mozgu

Case catalogue no

Peripheral blood
Krew obwodowa

Brain changes

: Cause of death Zmiany w mézgu
Nr katalog. Leucostasis i B ob Prayczyna zgonu = =
przypadku Leukostaza Liczba krwinek w 1 mm? hemorrhagic infiltrations edema
biatych czerwonych krwotoczne nacieki obrzek
AML 2948 - 12 000 8 630 000 leukemia + + b
2953 ++ 46 000 3 780 000 pneumonia — + 44 o
3009 - 13 000 4 400 000 leukemia ++ + -
3041 e 60 500 2 580 000 brain hemorrhage + 4+ - +
3059 + 6 200 2 960 000 pneumonia e + +
3082 4+ 40 400 3 860 000 brain hemorrhage +++ +4+ +
ChEML 2970 +4-+ 650 000 2 710 000 brain hemorrhage s o e + 4+ =2
2998 + 1 000 1 750 000 sepsis — - i
3027 +++ 226 000 2 480 000 leukemia + ++ =
3030 ++ 124 000 3250 000 leukemia — — +
3033 +++ 465 500 1 800 000 duodenal hemorrhage o ++ 4
3079 e . 36 500 3990 000 leukemia = e =
ChML 2978 ++ 415 000 2 720 000 brain hemorrhage +++ ++ +
ChLL 2999 SeE 315 000 3 410 000 pneumonia + 4k +
3029 + 18 000 2 600 000 leukemia - — +
3052 < o s - 126 000 2 790 000 pneumonia + — +
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Rye. 1. Leukostaza w naczyniach mézgu. H—E Pow, 400 X

Fig. 2. Diffuse leukemic infiltrations in brain. H—E. X 64
Ryc. 2. Rozlegle nacieki bialaczkowe w moézgu. H—E. Pow. 64 X

circumscribed leukemic infiltration leucostasis was present only in ten.
It was not accompanied by diffuse infiltrations in cranial nerves. Leuco-
stasis does not seem to be connected with hemorrhagic diathesis, because
of the 12 cases with hemorrhagies, leucostasis was found only in 4. The
leucostatic clot consisted mainly of myeloblasts. Table 3 shows hemorr-
hagic changes. Massive hemorrhagies were present in 12 cases. Small
extravasations were found 8 times in the brain and 25 times in the me-
ninges. Very often proliferation of connective tissue fibres was obser-
ved in the latter. Features of hemorrhagic diathesis were most often
found in other organs than meninges and brain. Specific perivascular
infiltrations were scheduled as diffuse and cicrcumscribed to perivascu-
lar cuffing. We never saw any infiltration unconnected with a wvessel.
What is called leukemic nodules on the serially cut slices always seemed
to be perivascular but diffuse. We found them in two cases, one AML
and one ChEML. Diffuse infiltrations in the meninges were also found
twice (one in the AML and one in ChLL). Diffuse infiltrations we found
also in lymphosarcoma (Ly.sa), but they were present only in the choroid
plexus, pituitary gland and cranial nerves. In the meninges and in the
brain in this case only circumscribed cuffings were found. The other
organs in this case were completely free of specific infiltrations. Except
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Table 3. Neuropathological changes. A. Hemorrhagies and specific infiltrations
Tabela 3. Zmiany neuropatologiczne. A. Zmiany krwotoczne i nacieki biataczkowe

Specific infiltrations

Hemorrhagic changes Nacieki biataczkowe

Zmiany krwotoczne

\
Clinical : Number B penvascula}r perineurium of
diagnosis ’ of cases ‘ siall okofonaczyniowe cranial nerveef and
Rozpoznanie |  Liczba : RS circumscribed diffuse hypophysis
kliniczne ’ przypadkow o ograniczone rozlane wokol nerwow
L masywne , 2 czaszkowych
’ ' brain meninges brain meninges ‘ brain meninges i phiesiki
| l { mozg opony mozg opony mozg opony
AML 24 8 3 8. 10 6 1 1 2
ChEML 13 2 1 8 3 3 1 0 0
ChML 3 2 1 3 1 1 0 0 0
ChLL 7 0 1 4 1 1 0 1 0
H.D. 3 0 2 2 0 0 0 0 0
Ly.sa. 1 0 0 0 1 1 0 0 1
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Table 4. Neuropathological changes. B. Parenchymatous changes

Tabela 4. Zmiany neuropatologiczne. B. Zmiany w parenchymie moézgowej

3 . ; Number Neuronal Brain Lacunar Gliosis Sur.vwal Ume
Clinical dlagn'oms e foes atrophy Stite Spongy state Noalbets Glejoza (median) n?on‘ths
g gpotsume Liczba ~ Ubytki  Zanik Stan e Martwi : s, SRRy
kliniczne . gabczasty - diffuse focal (mediana) miesig-
przypadkow neuronalne mozgu zatokowaty soationit ogniskowa a
AML 24 11 6 7 1 3 16 1 3
3 senile 3 senile 2 edematous
starczy starczy obrzgkowa
ChEML 13 9 0 3 1 1 12 0 36
1 edematous
obrzgkowa
ChML 3 1 1 1 0 0 1 0 36
ChLL 7 0 5 2 0 3 5 0 24
2 senile senile 1 meningioma
starczy starczy oponiak
2 senile
starczy
H.D. - 2 2. 2 0 0 3 0 48
Ly.sa. 1 1 0 1 0 1 1 0 14
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Neuropathology of proliferative hematological diseases 537

this case, diffuse specific infiltrations in the brain and meninges were
always a sign of strong malignancy and aggresiveness of the neoplasma-
tic process, in these cases infiltrations and hemorrhagic diathesis featu-
res were found in all organs. Circumscribed leukemic infiltrations were
observed more frequently. Sixteen time in the brain and 12 times in
the meninges, mostly in AML. In other organs perivascular leukemic
infiltrations were more frequent than in the brain.

Table 4 shows the changes in the brain parenchyma. They consisted
of generalized neuronal loss, brain atrophy, diffuse foci of encephaloma-
lacia, lacunar state, spongy state, and glial reaction diffuse and focal.

In 14 cases with brain atrophy five represented old people, the same
was noted in status lacunaris. Large encephalomalacia foci were found
in 5 cases — 4 resulted from atheromatous changes and one from a menin-
gioma. Diffuse early spongiosis of the cerebral cortex was found in the
case of Ly.sa. Demyelinating changes were found in 2 cases. One AML
in the chiasma — a sharp cut plaque with disintegration of the tissue
and diffuse myelin pallor with marginal infiltrations and the presence
of abnormal oligodendrocytes and large reactive astrocytes in the brain
hemispheres. These changes corresponded to progressive multifocal leu-
koencephalopathy (Figs 3, 4). Another case was secondary myelin and
nerve fibres destruction due to Ly.sa. infiltrations in the optic chiasm.

Fig. 3. Progressive multifocal leucoencephalopathy. Sharp cut plaque in optic chiasm.
Heidenhain. X 4
Ryc. 3. Postepujaca wieloogniskowa leukoencefalopatia. Ostro odgraniczone ognisko
demielinizacji w skrzyzowaniu nerwéw wzrokowych. Heidenhain. Pow. 4 <

Fig. 4. Progressive multifocal leukoencephalopathy. Diffuse myelin pallor in brain
hemisphere. Heidenhain. X 1.1
Ryc. 4. Postepujgca wieloogniskowa leukoencefalopatia. Rozlegle splowienie mie-
liny p6ikuli mézgu. Heidenhain. Pow. 1,1 X
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DISCUSSION

The malignancy of pathologic process, time of survival, age of pa-
tients and neurotoxicity of the used antineoplastic agents conditioned
the pattern of the changes. The whole material was revised under the
aspect of the yatrogenic factor. We try to present evidence of this in
Table 5. Brain atrophy was observed in 16 cases, mostly in aged pa-
tients, but in 6 cases less than 60 years old. All patients were treated
intensively with combined antimitotic drugs. The case 3009 was treated
14 years with busulfan because of polycythemia. This brain showed ad-
vanced atrophy and no arteriosclerosis. Generalized neuronal loss was
observed in all cases treated in a prolonged shedule of therapy. Five
cases with intense subependymal gliosis were young patients. Two of
them were treated very intensively. One received the cytostatic drugs
into the cerebral spinal fluid. Seven young patients (Table 6) were given
cytostatic drugs via lumbar puncture, because of the high pleocytic
blastic count in the cerebral spinal fluid. These findings were diagnosed
by clinicians to reflect leukemic infiltrations in brain and meninges.
Infiltrations were confirmed in all cases, in four cases accompanied by
hemorrhagies. Only one case, with shortest survival time was free from
neuronal loss and gliosis. Haevy parenchymal changes in three young
persons and myelin damage in two cases were found. The case with
Ly.sa. was also treated with X-ray therapy. In the whole group of 42
cases intensively treated with antimitotic drugs and 38 cases treated
with corticosteroids generalized neuronal loss was found in 23 cases and
diffuse gliosis in 38 cases. All patients treated with corticosteroids sho-
wed edematous changes.

Patient not treated — AML. 46 y.o., survival time 1.5 month, died
from brain hemorrhage, showed neither neuronal loss nor gliosis. Simi-
larly, we did not find parenchymal changes in one patient treated ex-
clusively with corticosteroids (AML, 29 y.o., survival time 4 months,
died from pneumonia). Six patients were treated with one cytostatic
drug only, according to the schedule of prolonged therapy: one who
showed generalized recent ischemic changes only — died from duodenal
hemorrhage after 5 years of survival. The other five showed generalized
neuronal loss and gliosis, two of them senile brain atrophy. The whole
group had a long survival time.

All very intensively treated patients showed intense brain paren-
chyma changes. In the whole material parenchymal changes were not
found in 1 patient not treated at all, 1 patient treated with corticoste-
roids only and 1 patient treated with one cytostatic drug according to
a prolonged schedule. It should, howerer, be stressed that the health
condition of these patients allowed for such a kind of therapy.
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Table 5. Brain atrophy in relation to therapeutic methods

Tabela 5. Zaniki mobézgu a metody leczenia

Therapy — Leczenie

; ; prolonged s & :
Case catalogue no Age Survival period przediuzone .combmed mten.swe ’
« Nr katalog. (ye?.rs) (monthf) s Busulfan intensywne, zloZone corticosteroids n}to c.s.f. X-Ray
przypadku Wick Czas 'pr.zezy ea Hydroxyurea VCR 6MF CIX kortykosterydy Leki pod .wane napromienianie
(lata) (miesiace) R ARA C LBD do ptynu m.rdz.
Leukeran MOP HU
AML 3009 67 2.5 +++4+ B 14y + +
3020 69 0.75 e T
3022 62 3 +F
3059 68 12 +++ +++
3077 67 1.75 + 4
3088 20 14 = el s - O
ChEML 3044 50 36 +4++ 4ot
ChML 3042 63 24 + 4+
ChLL 2999 53 12 e =
3029 75 96 g
3034 69 24 ol £
3046 70 60 e b
3052 59 20 +++ +4+
H.D: 3023 49 36 et seCor o
3058 56 48 alofsels dedesie +
Lysa. 3049 23 14 +++ ++ +++ +
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Table 6. Neuropathological changes in cases diagnosed on the basis of c.s.f. examination and treated with antimitotic drugs into c.s.f.
Tabela 6. Zmiany neuropatologiczne w przypadkach, w ktérych podawano leki do kanatu kregowego po stwierdzeniu komorek nacieku swoistego w plynie

(1%

moézgowo-rdzeniowym

Case - Age Survival s e g Sotcodl Lacunar Spongy ~ Diffuse F?cgl My?lm
catalogue no Cl.l . g (vears) o changes Infiltr. loss Atrophy s state gliosis gllc.)sns lesion
Nr katalog. dlagn.. Wiek Cz.as. Zmiany Nacieki Ubytki Zanik el Stan  Glejoza Gle:;oza USZkf"

przyp. Rozp. Klin. (lata) przz'zyma krwotoczne neuronalne zatoko- gabczasty rozlana ognisko- d%er.ue
(mies.) waty wa mieliny

3002 AML 19 14 == I ¥+ = s = + = =

3048 AML 42 10 + + — — = il - 3 -5

3066 AML 40 24 < iy - o o - + £ =

3082 AML 20 8 + - — L = = 23 = =

3088 AML 20 14 — +* + I e = A B 8

3079 ChEML 26 48 =+ = + = ™ e e — 4

3049 Ly.sa. 23 14 — +* - - + + s R 9

* cranial nerves only
tylko nerwy czaszkowe
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To compare the material collected recently with that accumulated
16 years ago we chose two of the most numerous groups of patients
with AML and ChEML. The result is presented in Table 7. In spite of
the doubtless cytotoxicity of the drugs used in the modern hematologic
therapy described above and in the literature (Weiss et all 1974; White
1976) confrontation of data from recently collected cases with others,

Table 7. Comparison of collection from patients mostly not treated with antimitotic drugs (1956 —
1959) with collection from patients treated with antimitotic drugs (1976—1977) Case of AML
and ChEML only
Tabela 7. Poréwnanie przypadkéw zebranych w latach 1956 — 1959, przewaznie nieleczonych z przy-
padkami zebranymi w latach 1976—1977 leczonymi systematycznie (bialaczki szpikowej ostrej
i bialaczki szpikowej przewleklej zaostrzonej)

Period
Material zebrany w latach 1956—1959 19761971
Clinical diagnosis AML  ChEML AML  ChEML
Rozpoznanie kliniczne
Number of cases 29 - 24 13
Liczba przypadkow
Survival time (months, median) 1.5 20 3 36
Czas przezycia (miesiace, mediana) v
Number of cases treated with
Liczba przypadkow leczonych
antimitotics 6 3 21 11
antymitotykami
corticosteroids 21 2 19 10
kortykosterydami
Hemorrhagic changes 19 3 19 11
Zmiany krwotoczne
Diffuse infiltrations of brain 3 1 1 1
Rozlegle nacieki w mozgu
Diffuse infiltrations of meninges 4 1 1 0
Rozlegle nacieki w oponach
Circumscribed brain infiltrations 16 1 10 3
Ograniczone nacieki w mozgu
Circumscribed meningeal infiltrations 12 2 6 3
Ograniczone nacieki w oponach
Neuronal loss 20 0 11 9
Ubytki neuronalne
Other parenchymatous changes:
Inne zmiany parenchymalne:
atrophy 0 0 6 0
zanik
lacunar state 0 0 ? 3
stan zatokowaty
spongy state 0 0 0 1
stan gabczasty
Gliosis 27 2 17 12
Glejoza
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collected in 1956—1959 shows definitely better results in the treated
cases. First of all the median of the surviving period was twice longer
in the fully treated group of AML cases, and more than 40 per cent
longer in ChEML cases. Moreover, in the fully treated group the num-
ber of cases showing leukemic infiltrations decreased. The frequency of
hemorrhagic changes did not change in either group. However, paren-
chymal changes, both nervous tissue destruction, and glial reaction we-
re more intense in the group of patients treated for a longer time. Mye-
lin damage does not seem to be not the result of drug toxicity (Astrém
et al. 1958; Sibley, Weisberger 1961; Dambska et al. 1972). The above men-
tioned results coincide generally with those published previously and
derived from different material (Meadows, Evans 1976).

The value of our results is based on the great similarity of the ma-
terial and methods. Similar were the age of patients, number of cases
and conditions of the same hospital. Moreover, post mortem examina-
tions and the whole procedure with tissue specimens were performed in
the same laboratories and even ‘evaluated by the same persons.

ANALIZA ZMIAN NEUROPATOLOGICZNYCH W OSRODKOWYM UKELADZIE
NERWOWYM U 51 OSOB LECZONYCH I ZMARLYCH Z POWODU
SCHORZEN ROZROSTOWYCH UKLADU KRWIOTWORCZEGO

Streszczenie

Przebadano w mikroskopie $wietlnym moézgi wszystkich zmarlych w Instytucie
Hematologii w Warszawie w ciggu 12 miesiecy w latach 1976, 1977 z powodu roz-
rostowych schorzen ukladu krwiotwoérczego. Wszyscy chorzy, z wyjatkiem jednej
osoby, byli poddani chemioterapii bezposrednio po ustaleniu rozpoznania Kklinicz-
nego. Przeanalizowano zalezno§¢ zmian w moézgu od obrazu krwi obwodowej, po-
wigzanie zmian krwotocznych i naciek6w bialaczkowych oraz zalezno$¢ zmian
w mozgu od wieku chorego, czasu przezycia i sposobu leczenia. Por6wnanie wy-
nikbw w grupie systematycznie leczonych przypadk6éw ostrej bialaczki szpikowej
i bialaczki szpikowej przewleklej zaostrzonej z analogicznymi przypadkami prze-
waznie nie leczonymi, opracowanymi przed 16 laty, wypadlo korzystniej dla grupy
o0s6b leczonych w sposéb obecnie przyjety. Mediana okresu przezycia u chorych na
ostrg bialaczke szpikowg przediuzyla sie dwukrotnie, a u chorych na bialaczke
szpikowa przewleklg zaostrzona — o ponad 40%b.

W mézgach chorych leczonych systematycznie rzadziej obserwowano nacieki
bialaczkowe przy braku wyraznej réznicy w czesto$ci wystepowania zmian krwo-
tocznych, zwr6cono natomiast uwage na czestsze wystepowanie obrzeku w tej gru-
pie. Zmiany obrzekowe stwierdzono w 43 przypadkach na 51 przebadanych. Zmiany
krwotoczne stwierdzono w 20 przypadkach, podczas gdy w opracowanym uprzednio
materiale chorych nie leczonych wystepowaly one w 24 przypadkach na 45 prze-
badanych. Uszkodzenia parenchymalne polegajace na ro6znego typu zmianach zani-
kowych (gléwnie przerzedzenie neurondéw, roéwniez stan zatokowaty) i glejozie czes-
ciej obserwowano u os6b poddanych przez dluzszy czas chemioterapii.

Ustalono, ze finalny obraz zmian w moézgu w przebiegu schorzen rozrostowych
ukladu krwiotworczego zalezy od zto$§liwosci procesu chorobowego, czasu przezycia
i wieku chorych, jak réwniez od neurotoksycznos$ci podawanych lekow.
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AHAJIU3 HEBPOITATOJIOTMYECKUX W3MEHEHUW B LIEHTPAJIBHOM HEPBHOU
CHUCTEME V 51 JIMIJA KOTOPBIE BbUUIM JIEYEHBI 1 YMEPJIA IIO IIOBOY
TUTTEPTUIACTUYECKUX 3ABOJIEBAHHUI KPOBETBOPHOM CHUCTEMBI

Pe3ome

ABTOpBI HCCIIEIOBAJIA B CBETOBOM MHKPOCKOTE TOJIOBHBIE MO3TH BCeX ymMepiuux B VIHCTHTYTE
I'ematonorun B Bapmase B Teuenue 12 mecsineB (B 1976— 1977 rozax) mo moBoay IHEOEPILIACTH-
4yecKHX 3a00JIeBaHMil KPOBETBOPHOM CHCTEMBI. Bee GONBbHBIE, 3a MCKJIIOYEHHEM OHOTO JHLA GhLIH
NOABEPTHYTHl XMMHOTEPATMM HEMOCPEJICTBEHHO IIOC/IEe YCTAHOBJICHHS KJIMHHYECKOTO IHarHo3a.
ITpoaHanu3upoOBaHO 3aBHCHMOCTb M3MCHEHMH B MO3ry OT KapTHHBI nepudepuueckoil KpoBH,
CBSI3b T€MOPPArM4eCKAX M3MEHCHHH M JIeHKeMHYeCKMX MHUPMIBTPATOB, a TaKXe 3aBHCHMOCTH
B MO3Ty OT Bo3pacTa GOIBHOrO, BEDKMBAEMOCTH M Criocoba siedenusi. COnoCTaBjIeHHe Pe3yIbTaTOB
B TPYNNE JICYEHHBIX CHCTEMATHYECKH CIIydaeB MuesIo0JacTHYecKkoil JeikeMHH H 00OCTPEHHOM
XPOHHMYECKO! MHEJIOTEHHOM JIEHKEMAN C aHAJOTHYHLIMM CIIyYasiMd 1O GOJblIeH 4acTH HE JICYEeH-
HBIMH pa3paboTaHHbIMHE, 16 JIET TOMY Ha3aj, 0Ka3anock 6oJiee MOJOKUTEIbHbIM VIl TPYNIbI JIHIY
JICYEHHBIX CIIOCOOOM OCYIIECTBIISIEMBIM B HACTOsIIEe BpeMsi. MejuaHa BBDKMBAEMOCTH Y 6Ob-
HBIX MHEJIO0IaCTHYECKOil JIeiikeMueil IPOAIHiIach ABYKPATHO, a Y GONBHLIX COOCTPEHHO XpOHH-
YeCKOM MMEJIOTeHHOM Jeiikemueir — Ha csoime 40%.

B ronoBHBIX MO3rax JIYeHHBIX CHCTEMATH4YECKH aBTOPBI pexe HabGmomany JeidKeMHYeCKHe
AHOUIBTPATHI IPH OTCYTCTBMH YETKOM PA3HMIBI B YACTOTE BHICTYIIEHHsS T€MOPPATHYECKHX M3Me-
HeHHi, 3aT0 OHH OOpaTH/M BHUMaHHE Ha GoJiee 4YacTOe BHICTYILIEHHE OTeka B 3Toii rpynmne. Ote-
YHbIE U3MEHEHHMsI KOHCTATHPOBAaHO B 43 ciyvasx m3 51 mccimenosannoro. I'eMopparuyeckune u3me-
HEHHs KOHCTaTHPOBAHO B 20 Ciiyyasix, B TO BpeMsi Kak B pa3paboTaHHOM paHbllle MaTepuase 60ab-
HBIX HE JIEYEHHBIX OHHM BBICTYNAJIHM B 24 ciydasx u3 45 mccnenoBaHHbIX. [lapeHXHMAJIbHBIE IIO-
BPEX/ICHAS 3aKIIOYAIONIHEeCss B aTPOpHUYECKHX M3MEHEHHSX pa3Horo Tuma (TIaBHBIM 0Opa3zomM
NPOPEXEHNE HEUPOHOB, TAaKXKe JJAKyHAPHOE COCTOSIHME) M B IJIHO3€ aBTOPbI Oojiee yacTo Habmo-
JaJid y JIAL NOJBEPTrHYTHIX UIMTEIbHOE BPEMS XHMHOTEPAIHH.

VcraHoBineHO 4TO (MHAIbHAS KAPTHHA W3MEHEHWI B TOJIOBHOM MO3ry B TE€YEHWE THIEpIIIac-
THYECKHX 3a00NeBaHMil KPOBETBOPHOM CHCTEMBbI 3aBHCHT OT 3JI0KAYECTBEHHOCTH OOJIE3HEHHOTO
npouecca, BBDKHBAEMOCTH M Bo3pacTa OOJIbHBIX, a4 TaKke OT HeHPOTOKCHYHOCTH BBOIMMBIX Jie-
KapCTBEHHBIX IIPEnapaTos.
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ULTRASTRUKTURA MIELINY OSRODKOWEGO UKLADU
NERWOWEGO
SZCZURA PO ZATRUCIU OCTANEM KOBALTAWYM

Pracownia Ultrastruktury Ukladu Nerwowego i Zesp6t Neuropatologii Centrum
Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN, Warszawa

Doswiadczalne badania neurotoksycznego dzialania zwigzkéw kobaltu
wykazaly wystepowanie réznych zespoléw neurologicznych oraz zréini-
cowanych zmian histopatologicznych, zaleznych od rodzaju zwigzku che-
micznego, drogi jego podania i dawki. Nalozenie tlenku kobaltawego na
okreslony obszar kory moézgu prowadzi do powstania ogniska padaczko-
rodnego (Reichenthal, Hocherman 1983; Trottier i wsp. 1983). W obrazie
mikroskopowym stwierdzano ogniskowy obrzek, opustoszenia komoérko-
we oraz martwice skrzepowa z mobilizacjg makrofagow, a takze glejoze
(Willmore, Rubin 1982). Obserwowano roéwniez uszkodzenie oslonek
mielinowych (Verhamme 1973).

Sposréd badanych soli kobaltawych najsilniejsze dzialanie toksyczne
na podwzgérze wykazywal octan, wywolujgc miedzy innymi zmiany
w postaci wakuolizacji cytoplazmy i jadra oraz nagromadzenie neurose-
kretu w niektérych neuronach (Niebr6j 1959). W innym modelu do$wiad-
czalne zatrucie kobaltem prowadzilo do odkladania ziarn lipofuscyny
w perykarionach neuronéw, najliczniej w moézdzku (Hasan, Ali 1981).

Po zatruciu octanem kobaltawym szczuréw, u ktérych wywolywano
rownoczesnie czesciowe niedokrwienie moézgu, uzyskiwano zespdl poza-
piramidowy (Bugera i wsp. 1985). W tym modelu do$wiadczalnym ba-
dania mikroskopowo-$wietlne wykazaly niewielkie zmiany w formacjach
szarych OUN oraz nieprawidlowosci we wszystkich strukturach istoty
biatej mézgu i moézdzku o charakterze zmian drobnojamkowych zggbczenia
o réznym nasileniu we wszystkich szlakach pnia i rdzenia kregowego.
Charakterystyczng zmiane w zatruciu octanem kobaltawym stanowila,
poza rozluZnieniem utkania formacji bialtych, obecno$é we wnetrzu wié-
kien mielinowych struktur owalnych, zwigzanych z oslonkg mielinowa
lub luzno lezgcych w swietle poszerzonego widkna.
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Roéznice w nasileniu zmian morfologicznych w obrebie poszczeg6l-
nych struktur istoty bialej OUN, a szczegoélnie trudnos¢ dokladnego okre-
$lenia charakteru zmian we wldknach mielinowych pnia moézgu w mi-
kroskopie $wietlnym, sklonily nas do badan ultrastrukturalnych bialych
formacji potkul oraz pnia moézgu w ostrym zatruciu octanem kobalta-
wym przy cze$ciowym niedotlenieniu mézgu.

MATERIAL I METODY

Do badan wykorzystano do$wiadczalny model zatrucia szczura octa-
nem kobaltawym w warunkach cze$ciowego niedotlenienia ischemicznego
mozgu, ktére prowadzi do zespolu pozapiramidowego (Bugera i wsp.
1985).

Badania przeprowadzono na 25 szczurach szczepu Wistar, samcach,
w wieku 6 tygodni, o masie ciala okolo 150 g. W uspieniu gammabuty-
rolaktonem w dawce 500 mg/kg masy ciala, podanym dootrzewnowo,
podwigzano obie tetnice szyjne wspélne. Natychmiast po podwigzaniu do
lewej tetnicy szyjnej wspélnej wstrzykiwano octan kobaltawy w dawce
1 mg Co™*t/mébzg w objetosci 50 ul roztworu soli fizjologicznej.

Material do badan w mikroskopie elektronowym pobierano po 24
i 72 godzinach od poczatku do$wiadczenia, z okolic prazkowia oraz jader
szwu mostu. Wycinki z tych okolic pobierano bezposrednio po dekapita-
cji, utrwalano w 2% roztworze aldehydu glutarowego w buforze kako-
dylanowym o pH 7,3, a nastepnie w 2% OsO; w tym samym buforze; od-
wadniano rutynowo i zatapiano w Eponie 812. Ultracienkie skrawki kon-
trastowano roztworem octanu uranylu i cytrynianu olowiawego. Zdjecia
wykonywano w mikroskopie elektronowym JEM TA.

Nie wykonywano badan kontrolnych szczuréw po obustronnym pod-
wigzaniu tetnic szyjnych wspolnych, poniewaz czesciowe niedotlenienie
ischemiczne mozgu zostalo wielostronnie opracowane w naszej pracowni,
przy czym w obrebie struktur istoty bialej stanowiacej przedmiot na-
szych badan nie stwierdzono zmian morfologicznych charakterystycz-
nych dla naszego modelu (Mossakowski 1978).

WYNIKI

Obserwacje kliniczne

Sposrod 25 zwierzat z obustronnym podwigzaniem tetnic szyjnych
wsp6lnych oraz poddawanych zatruciu, 12 szczuréw padlo bezposrednio
po iniekecji octanu kobaltawego wsrod objawéw obrzeku pluc. Trzy dal-
sze szczury ze zwalniajgcym sie stopniowo oddechem nie wybudzily sie
z u$pienia i zginely przed uplywem dwoéch godzin po zabiegu operacyj-
nym. U 10 zwierzat po 24 godzinach pojawilo sie stopniowo narastajace
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Ryc. 1. Szczur do$wiadczalny, czas przezycia 72 godz. Most. Wiékno o nieregular-
nym ksztalcie i pogrubiatej ostonce mielinowej z duza ilo$cig luzno ulozonych bla-
szek. Widoczne réwniez wi6kna mielinowe o malo nasilonych zmianach. Pow.
12150 X
Fig, 1. Experimental rat, survival time 72 hrs, pons. Irregular shape of the fiber
with thickened myelin sheath and disjuncted lamellae and normal ultrastructure
of the myelinated fibres is seen. X 12 150
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Rye. 2. Szczur do$wiadczalny, czas przezycia 72 godz., most. We wnetrzu podiuznie
przekrojonego wibkna o pogrubialej oslonce mielinowej widoczne duze owalne
struktury o koncentrycznym ukladzie blaszek, pozostajace w 1gczno$ci z ostonka.
Od zewnatrz do ostonki mielinowej przylegajq poprzeczne przekroje wibkien mie-
linowych. Pow. 12150 X
Fig. 2. Experimental rat, survival time 72 hrs, pons. In longitudinal section of
fiber are visible big oval structures with concentrically rolled lamellae inside the
thickened myelin sheath. Transverse section of myelin fibres lying closely to the
myelin sheath. X 12150
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Ryc. 3. Szczur do$wiadczalny 72 godz. po zatruciu. Most. Nieprawidlowy uklad bla=-
szek osltonki mielinowej i owalne struktury zaréwno wewnagtrz jak i na zewnatrz
wlokna (strzalki). Aksoplazma widkien bez uchwytnych odchylen ultrastruktural-
nych. Pow. 12150 X
Fig. 3. Experimental rat, 72 hrs after intoxication. Pons. Irregular shape of the
myelin and myelin-like oval structures located internally and externally (arrows).
Axoplasm looks ultrastructurally normal. X 12 150
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obnizenie aktywnosci ruchowej, wzmozenie napiecia miesni konczyn
i grzbietu oraz okresowe drzenie zuchwy i glowy. Objawy neurologiczne
nasilaly sie wraz z niechecig do przyjmowania pokarmow.

Badania mikroskopowo-elektronowe

Badania mikroskopowo-elektronowe wilokien mielinowych prazkowia
oraz okolic jgder szwu mostu, prowadzone po 24 godzinach od podwig-
zania tetnic i podania kobaltu, nie wykazywaly zmian w ich budowie
ultrastrukturalnej. Wiékna mialy prawidlowy rysunek i grubosé¢ blaszek
mielinowych oraz niezmieniong aksoplazme. W niektérych neuronach
spotykano obrzmiale mitochondria, sporadycznie widywano tez pojedyn-
cze neurony ,ciemne’.

Znaczne nieprawidlowosci w budowie ultrastrukturalnej wlokien
mielinowych obserwowano po uplywie 72 godzin. Byly one szczegdlnie
nasilone w obszarze jader szwu mostu, rzadziej natomiast widywano je
w prazkowiu. W tej grupie doswiadczalnej w wielu neuronach, akso-
nach oraz elementach glejowych obserwowano obrzmiale mitochondria.
Liczne wilékna mielinowe charakteryzowaly sie rozluznieniem blaszek
mielinowych. Natomiast w obrebie samych aksonéw zwykle nie notowa-
no nieprawidlowosci ultrastrukturalnych. Neurofilamenty, neurotubule
oraz nieliczne kanaly gladkiej siateczki endoplazmatycznej wykazywaly
prawidlowg budowe, tylko pojedyncze mitochondria byly nieznacznie
obrzmiale. Niektére widkna mielinowe przyjmowaly na przekroju po-
przecznym nieregularne ksztalty. Mialy one nieregularnie pogrubialg
ostonke mielinowg z duzg ilo$cig blaszek rozluznionych na calym lub
czeSci przekroju wildkna (ryc. 1). Widywano tez owalne, réznej wielkosci
struktury mielinowe zlozone z poskrecanych wspotsrodkowo blaszek,
przewaznie S$cisle przylegajacych do siebie. Pozostawaly one w ciaglosci
z mniej lub wiecej zmieniong ostonkg mielinowg. Mielinowe owalne
struktury znajdowaly sie bgdz na zewnatrz oslonki badz tez wpuklaty
sie do wnetrza wldkna (ryc. 2, 3). W wielu wiéknach w obrebie krezki
wewnetrznej wypustek oligodendrocytéw obserwowano obrzek z tworze-
niem sie roznej wielkosci elektronowo przeziernych wakuoli, przemiesz-
czajacych akson ku obwodowi (ryc. 4, 5).

OMOWIENIE

Zatrucie octanem kobaltawym szczuréw, u ktérych wywolywanc
réwnoczesnie czesciowe niedokrwienie moézgu, spowodowalo wystgpienie
zmian w budowie ultrastrukturalnej ostonek wildékien mielinowych. Zmia-
ny te obserwowano przede wszystkim w obszarze jader szwu mostu.
Wiekszos¢ wldkien mielinowych posiadala pogrubiale ostonki, czego przy-
czyng bylo rozwarstwienie ich blaszek. Liczne wiokna wykazywaly stop-
niowg utrate regularnosci ukladu blaszek mielinowych. W wielu wiok-
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nach blaszki mielinowe tworzyly owalne, koncentrycznie zwiniete struk-
tury wewnatrz i na zewngtrz wiokna.

Opisane przez nas uszkodzenie mieliny moze byé¢ tlumaczone szcze-
gélnym powinowactwem jonow kobaltawych do skladnikéw chemicznych
ostonki mielinowej. Kobalt nalezy do pierwiastkow latwo wigzgcych
sie z wieloma skladnikami ukladu nerwowego, stuzac w badaniach ultra-
strukturalnych jako znacznik elementow blonowych, zwlaszcza kanalow
aktywnego transportu komoérkowego (Baker 1972; Bassemir, Strausfeld
1983). Szczegélne nasilenie zmian w pniu moézgu, w jego strukturach
bialych, mozna tlumaczy¢ neurotoksycznym dzialaniem jonéw kobalta-
wych (Waalkes i wsp. 1982). Szybkos¢ i rozleglos¢ uszkodzenia formacji
bialych mostu po podaniu jonéw kobaltawych do tetnicy szyjnej wspol-
nej mozna tlumaczy¢ miedzy innymi hamujgcym dzialaniem Co** na
proces szybkiego transportu aksonalnego (Clayton, Emson 1976; Lavoie,
Bennett 1984). Wedrowka kobaltu do pnia mézgu zachedzi nie tylko
drogg plynu wewngtrzkomorkowego, lecz rowniez przez przestrzenie
miedzykomoérkowe, wzdluz widkien nerwowych tworzgc kompleksy wo-
kot ukladow blonowych (Iwasa, Inbushi 1983). Te ostatnie badania wyka-
zaly podobienstwo dzialania kobaltu i manganu. Istnieje réwniez duze
podobienstwo uzyskanych przez nas zmian ultrastrukturalnych do opi-
sanych w zatruciu szczura chlorkiem manganawym (Mossakowski i wsp.
1983). W tej ostatniej pracy stwierdzono réwniez w pniu mézgu blasz-
kowate mielinopodobne struktury w poszerzonej przestrzeni aksonalnej
oraz miejscowe rozwarstwienie blaszek ostonki mielinowej. Opisane przez
nas zmiany w ostonkach mielinowych powstale w wyniku zatrucia octa-
nem kobaltawym szczuré6w z niedokrwieniem moézgu zostaly spowodo-
wane zapewne toksycznym dzialaniem kobaltu.

W licznych pracach dotyczacych wplywu catkowitego lub czesciowe-
go niedokrwienia moézgu nie opisywano podobnych zmian ultrastruktu-
ralnych. Natomiast zwracano miedzy innymi uwage na obrzmienie gleju,
komorek s$rodblonka naczyn krwiono$nych oraz na obecno$é tzw. ,ciem-
nych neuronéw” (Kalimo i wsp. 1979; Pluta, Gajkowska 1984; Mossa-
kowski, Gajkowska 1984). Opisane przez nas obrzmienie mitochondriow
zar6wno w komoérkach neuronalnych, w aksoplazmie niektérych wiokien,
jak i elementach glejowych, a zwlaszcza obrzmienie wypustek oligoden-
drogleju przyczyniajace sie do deformacji oslonek mielinowych najpraw-
dopodobniej powstaja rowniez w wyniku czesciowego niedotlenienia
ischemicznego. Nie mozna tez wykluczy¢ wplywu kobaltu na niektére
enzymy odechowe, zwigzane z ukladem redukcyjno-oksydacyjnym,
w formie hamowania zuzycia tlenu i poglebienia istniejacego niedotle-
nienia mézgowia (Webb 1964).

Rowniez powstawanie wakuoli w wypustkach oligodendrocytow
i spychanie na obwod aksoplazmy oraz widoczne na rycinach 4 i 5 zaczy-

7 — Neuropatologia Pol. 4/85
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Ryc. 4. Szezur do$wiadczalny, 72 godz. po zatruciu. Most. Obrzmienie krezki we-
wnetrznej komorki gleju skapowypustkowego z obecnoscia wakuoli (v) i przemiesz-
czeniem aksonu (Ax) do pozycji obwodowej. We fragmencie cytoplazmy oligoden-
drocyta (O) obrzmiale mitochondria (M). Pow. 12150 X
Fig. 4. Experimental rat, 72 hrs after intoxication. Pons. Swelling of the oligoden-
drocyte with vacuole (v) and displacement of the axon (Ax) to peripheral position.
In fragment of the oligodendrocyte cytoplasm (O) swollen mitochondria (M) are
visible. X 12150
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g T = Wi Ry 3

Ryc. 5. Szczur do$wiadczalny, 72 godz po zatruciu, Most. W niektérych wiléknach
mielinowych aksony (Ax) przemieszczone na obwoéd. Pow. 12 150 X

Fig. 5. Experimental rat, 72 hrs after intoxication. Pons. Displacement of the axons
(Ax) to the peripheral position in some myelinated fibres. X 12150

2 5

najace sie rozwarstwienie blaszek w miejscach styku: ostonka, aksoplaz-
ma, wakuola, moga stanowi¢ dobry wykladnik efektu zlozonego dziala-
nia niedotlenienia ischemicznego oraz kobaltu. Pelniejsze wyjasnienie
patomechanizmu obserwowanych zmian histopatologicznych i zlozonego
neurotoksycznego dzialania jonéw kobaltowych wymaga dalszych badan.
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VIIBTPACTPYKTYPA MUEJIMHA B LIEHTPAJIbHOM HEPBHOW CHUCTEME KPBIC
ITOCJIE OTPABJIEHUA ALIETATOM KOBAJIBTA

Pe3ome

ABTOpBI HCCNIEIOBAIA YIBTPACTPYKTYPY MHETHHOBHIX 000JI0YEK B CTPHATYME M B MO3rOBOM
CTBOJIE KPBIC, KOTOPbIM BBOAWIH auerat kobansra (I Mr Co t+ /mo3r) u ¢ o6enx cTopoH nepessi-
3piBaJId OOIIME COHHBIE APTEPHH.

BOoNbIIMHCTBO MHETHHOBBIX BOJIOKOH HE NPOSBIISUIA BHOMMBIX H3MEHEHHMi. 3aTO KOHCTAaTH-
POBAaHO aHOMAJIUH B YJIBTPACTPYKTYPHOM CTPOSHHH HEKOTOPHIX MHEIHHOBBIX O00JI0YEK B 06MacTH
anep mBa MocTa. OHH 3aKJIIOYANIMCH B YTOJINEHMH MHEITMHOBBIX 000JIOMEK M B MX HEPEryJspHOM
dopme. ABTOphI HAOMIONAaNHM PACCIIOCHHE MHEIMHOBHIX IUIACTHHOK M OOpa30BaHME OBAaJIbHBIX
CTPYKTYp C KOAKCHAJIbHOM CHCTEMOM IUIACTHHOK OTXOASALIMX OT MHEIWHOBOM 00OIOYKH BHYTPH
MJTM Ha IOBEPXHOCTb HEPBHOTO BOJIOKHA. OHuM Habmrogamu Takxke HabyXaHHE OTPOCTKOB OJIMIO-
JICHIPOIUTOB COIYTCTBYIOLIAX AKCOHY.

MKaxeTcsi, 4TO IIPH OTPABJIEHAH ALETATOM KOOAIbTa B YCIIOBHAX YACTHYHON MIIEMHH LEHTPAJlb-
HOM HEPBHOM! CHCTEMBI AaHOMAJIMK B KAPTHHE MHEJMHA TOJIOBHOTO MO3ra KPBICHL 3aBHCAT OT OTEKa
OTPOCTKOB CKYIOOTPOCTKOBOM TJIMH, BBI3BIBAIOIIEH TAaKkKe CMELIEHHE akCOHA Ha meprdepuro.

ULTRASTRUCTURAL STUDIES ON MYELIN OF THE CENTRAL NERVOUS
SYSTEM FOLLOWING COBALTOUS ACETATE INTOXICATION IN THE RAT

Summary

The aim of the work were ultrastructural studies of myelin in rats after ad-
ministration of cobaltous acetate and additional occlusion of both common carotid
arteries.

Majority of the myelin fibres in the striatum seemd to be intact. Myelinated
fibres in the region of the raphae muclei in the pons displayed distinct changes.
Numerous fibres demonstrated disturbances in myelin arrangement under the
form of disjunction of myelin lamellae or formation of sticking lamellae. Axoplasm
was unchanged. Within the axoplasm neurofilaments, neurotubules and a few
sparce profiles of agranular endoplasmic reticulum and mitochondria were visible.
Some myelinated fibres demonstrated very irregular shape with dense consistence,
immense amount of lamellae, while others exhibited numerous concentrically rolled
external or/and internal densely packed lamellae of various sizes. They were
accompanied by intact axons. Most interesting phenomenon was swelling of oligo-
dendrocyte processes with accompanied displacement of the axon to a peripheral
position.
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ULTRASTRUCTURE OF BRAIN CAPILLARIES IN YOUNG RABBITS
TREATED
WITH CYCLOPHOSPHAMIDE
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Academy of Sciences, Warszawa

Chronic swelling of the perivascular glial sheaths and even severe
damage of several glial cells were observed after cyclophosphamide (CP)
treatment in the central nervous system of young animals (Maslinska,
Dambska 1983). Myelination rate was in those conditions normal, but
some irreversible lesions of neurons and their processes were seen
(Dambska, Maslinska 1984) up to 3 months after intoxication. Verifica-
tion of eventual changes in vessel walls became very important in this
situation.

MATERIAL AND METHODS

Investigations were performed on 17 rabbits of the Institute’s own
breeding, treated orally with CP in food in doses of 50 mg/kg body
weight daily from the 6th to the 16th day after birth. The animals were

Table 1. Number of examined animals of different ages
Tabela 1. Liczba zwierzat badanych w roéznym wieku

Age Control CP-treated

Wiek Kontrola  Dos$wiadczalne

16 days 7 6
dni

32 days 3 5
dni

48 days 2 4
dni

3 months 1 1
miesigce

5 months 1 1
miesiecy
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examined on the 16th, 32nd and 48th day of their life as well after
3 and 5 months. Control animals of the same age were examined in the
same schedule (Tab. 1). Under intraperitoneal Nembuthal anesthesia rab-
bits were perfused with a mixture of 2% paraformaldehyde containing
1% glutaraldehyde in 0.2 M sodium cacodylate buffer, pH 7.35. Tissue
blocks were taken from cerebral cortex, fascia dentata, corpus callosum
and cerebellar cortex, postfixed in osmium tetroxide, dehydrated in et-
hanol, embedded in Epon 812 and sectioned on an LKB ultramicrotome.
Ultrathin sections were treated with lead citrate and wuranyl acetate.
Specimens containing cerebral vessels were chosen from semithin sec-
tions.

RESULTS

According to my observations done previously on the perinatal deve-
lopment of brain capillaries in experimental animals, including rabbits,
the main feature of immaturity are short distances between the peri-
karya of adjacent endothelial cells (Fig. 1). This results in a characte-
ristic stellate form of the vessel lumina on -transversal sections. The

Fig. 1. Short distance between the perikarya of adjacent endothelial cells, Lon-
gitudinal section of 16-day-old CP-treated rabbit. Capillary brain vessels of ce-
rebral cortex. X 16 000
Ryc. 1. Krétki odstep pomiedzy perykarionami przylegajacych komoérek s$rédblonka.
Przekr6j podiuzny wtlosniczek kory moézgu 16-dniowego kroélika traktowanego CP.
Pow. 16 000 X
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perikarya protrude into the lumen. Their nuclei show indentations.
Other features of immaturity of capillary endothelial cells are nume-
rous microvilli, abundant free ribosomes, marked enlargement of Golgi
apparatus. In addition, the basement membrane is narrow and the glial
sheath not completely developed. Pinocytic vesicles are scarce. To avoid
the differences in pictures of capillary development, conditioned by the
different development rates of particular brain structures, only cerebral
cortex capillaries were compared in this paper.

In 16-day-old control animals the few perikarya protruding into the
lumen resulted in absence of the stellate appearance of the capillary lu-
mina. The luminal face of the endothelial lining was deprived of villi.
In 16-day-old treated animals the stellate appearance of the lumina was
still common and microvilli were observed (Fig. 2). In addition, a consi-
derable swelling of astrocytic perivascular extensions was observed in
the treated animals.

In 32-day-old control rabbits perikarya did not protrude into the lu-
men and the nuclei had no indentations. In treated animals the stellate
appearance of the capillary lumen still -occurred. Sucker feet swelling

Fig. 2. Stellate form of vessel lumen. Indentated nucleus of endothelial cell (arrow).
CP-treated 16-day-old rabbit. X 14 000

Rye. 2. Gwiazdzisty ksztalt przekroju $wiatla naczynia i zgbkowane jgdro komérki
srédblonka u 16-dniowego do$wiadczalnego krolika (strzatka). Pow. 14000 X
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Fig. 3. Vessel with irregular shape of the lumen with numerous cytoplasmic pro-
jections (microvilli) and abundant free ribosomes. A narrow basement membrane.
Probably proliferating capillary vessel. CP-treated 32-day-old rabbit. X 18 000
Ryc. 3. Naczynia ze $wiatlem o nieregularnym ksztalcie z licznymi mikrokosmkami,
licznymi wolnymi rybosomami i waska blong podstawng — przypuszczalnie pro-
liferujgca wlosniczka. Krolik doswiadczalny 32-dniowy. Pow. 18 000 X

Fig. 4. Endothelial cell showing vacuoles and dense bodies. CP-treated 48-day-old
rabbit. < 16 000

Ryc. 4. Komorka $rodblonka z wodniczkami i cialami gestymi. Krolik doswiadczal-
ny 48-dniowy. Pow. 16 000 <
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Fig. 5. Agglomeration of intermediate filaments (arrows). Swelling of perivascular

astrocytic sheath (X). L — capillary lumen. CP-treated rabbit 42-day-old. X 14000

Ryc, 5. Peczek filamentéw posrednich w okolonaczyniowej ostonce glejowej (strzal-

ki). Obrzmienie okolonaczyniowej oslonki glejowej (X). L. — $wiatlo wlo$niczki.
Kroélik doswiadczalny 32-dniowy. Pow. 14 000 X

Fig. 6. Perivascular astrocytic sheath swelling (X) (persisting during 3 months of
life) in experimental rabbit. L-capillary lumen. < 10 000
Ryc. 6. Obrzmienie okolonaczyniowej ostonki astrocytarnej (X) (utrzymujace sie
przez 3 miesigce zycia) u kroélika dos$wiadczalnego. L — $wiatlo wlosniczki. Pow.
10 000 <
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and occasionally agglomerations of intermediate filaments were seen.
In some of the treated rabbits, apart from the described above mature
vessels, also capillaries showing a marked immaturity were noted
(Fig. 3).

In 48-day-old control rabbits and in treated animals a regular outline
of the capillary lumen was observed. In endothelial cells of the treated
animals, vacuoles and dense bodies were noted (Fig. 4). Immature capil-
laries like in 32-day-old rabbits occurred as well. In the experimental
group agglomerations of intermediate filaments and swelling of astrocy-
tic extensions were commonly seen (Fig. 5). Swelling was observed in
treated animals kept alive for three months (Fig. 6). In treated rabbits
the swelling of sucker feet next to some capillaries persisted even after
5 months; agglomerations of intermediate filaments were not observed.

DISCUSSION

Retarded maturation of cerebral capillaries of rabbits treated with
CP was observed in 16-day-old and 34-day-old animals. The treated 48-
-day-old rabbits and the untreated control animals did not show any
differences in capillary structure. Another effect of CP administration
was considerable swelling of astrocytic perivascular extensions, observed
in all age groups of animals. This may correspond to the cytotoxic edema
observed by Klatzo (1967) in some toxic encephalopathies. In 32-day-
-old experimental animals vacuoles and dense bodies occurred in the
endothelial cells. In control animals these findings were exceptionally
noted. Iwanowski (1981) observed similar alterations in cerebral vessels
of senile animals and interpreted them as a feature of ageing. Markedly
immature capillaries found in the brains of 32-day-old and older experi-
mental animals seem to represent reactive capillary proliferation.

WPEYW CYKLOFOSFAMIDU NA ULTRASTRUKTURE KAPILAROW MOZGU
MEODEGO KROLIKA

Streszczenie

Miodym krélikom podawano w pokarmie cyklofosfamid (Endoksan) w dawce
50 mg/kg masy ciala przez 10 dni — od 6 do 15 dnia zycia. Material do badan
w mikroskopie elektronowym pobierano po perfuzji od zwierzat do§wiadczalnych
i kontrolnych w 16, 32 i 48 dniu zycia oraz po 3 i 5 miesigcach. Badano drobne
naczynia kory moézgu, blaszki zebatej, spoidla wielkiego i kory mézdzku.

U krélikéw do$wiadczalnych zaobserwowano: 1) cechy przej$ciowego opdZnie-
nia dojrzewania maczyn w okresie do 48 dnia zycia; 2) obrzmienie wypustek astro-
cytarnych tworzacych okolonaczyniowa oslonke glejowa juz w 16 dniu zycia, utrzy-
mujgce sie réwniez u zwierzat 3-miesiecznych, a sporadycznie i u 5-miesiecznych;
3) wystepowanie peczkéw posrednich filamentéw w wypustkach okotonaczyniowej
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ostonki astrocytarnej w 32 i 48 dniu zycia; 4) wystepowanie odczynowego rozplemu
wlo$niczek w 42 dniu zycia i p6zniej; 5) zmiany w komérkach $roédblonkéw pod
postacig wodniczek i cial gestych w 48 dniu zycia.

Powyzsze obserwacje wskazujg, ze w warunkach przeprowadzonego do$wiad-
czenia cyklofosfamid powoduje przejSciowe opéZnienie dojrzewania $ciany drob-
nych naczyn moézgu, uszkadza komorki srédblonka i wywoluje obrzmienie wypustek
astrocytarnych ostonki okolonaczyniowej.

BJIMSIHUE LTUKJIOPOCPAMUJA HA VIIBTPACTPYKTYPY KAITUIIJISIPOB
I'OJIOBHOI'O MO3I'A MOJIOZOI'O KPOJIUKA

Pe3ziomMme

MososIM KpOJHKAaM aBTOP BBOAWI B muile uukinodocdhamup (3Ha0kcan) B mose 50 mr/kr
maccel Tena 4epe3 10 mHeit oT 6-ro 70 15 mHs xu3HM. MaTepHan i WCCIIeIOBAHMMN B JIEKTPOH-
HOM MHKPOCKONe OH Opan mocie nepdy3ud OT IKCIEPUMEHTANBHBIX ¥ KOHTPOJIBHBIX XHBOTHBIX
Ha 16-0M, 32-0M 1 48-0M JIHIO )KH3HM H CIYCTA 3 ¥ 5 MecsiueB. BbUIH HCCIIEIOBAHBI MEJIKHE COCYIBI
KOPBI TOJIOBHOTO MO3ra, 3y04aToil MIaCTHHKH OOJBINONM CHak# M KOPBI MO3XKe4YKa.

V' 3KCOepHMEHTANBHBIX KPOJIMKOB aBTOp Habmroman: 1) MpH3HAKH BPEMEHHOIO 3aMeIEHHS
CO3pEBaHMs COCYZIOB B nepuojie 10 48 mHs xu3nu; 2) HabyxaHHe aCTPOLMTAPHBIX OTPOCTKOB 0Opa-
3YIOIIUX OKOJIOCOCYJUCTYIO TIIMO3HYIO OOOJIOYKY YXe Ha 15-OM [JHIO XW3HH, YIAEPKHBAIOIIEEeCs
TaKXKe Y 3-MeCAYHbIX XKHBOTHBIX A CHOPAJHYECKH M y S-MECAYHBIX; 3) BBHICTYIUIEHHE MEXYTOYHBIX
MyYKOB (PHIIAMEHTOB B OTPOCTKAX OKOJIOCOCYAMCTON aCTPOLMTAPHON 000109KH HA 32-0M u 48-0M
JTHIO JKU3HH; 4) BRICTYIUICHHE PEaKTHBHOM nposmdepauun KanuuisipoB Ha 32-0M JHIO XKH3HH H 103~
ke; 5) H3MEHEHUs B KJIETKaX 3HAOTe/MeB B OpMe BakyoJieil M I'yCThIX Tesl Ha 48-0M IHIO KH3HH.

BermeynomsiHyThle HAOMIONEHUS yKa3bIBAIOT HA TO, YTO B YCJIOBHSX MMPOM3BENEHHOTO 3KCIE-
PHMEHTa LUKIO(ochamu BHI3BIBAET BPEMEHHOE 3aMEJICHHE CO3PEBaHMsS CTEHKH MEIKHX COCy-
JIOB TOJIOBHOTO MO3ra, MOBPEXJAeT KJIETKH JHIOTENHS M BbI3bIBAeT HaOyXaHHE acTPOLMTaPHBIX
‘OTPOCTKOB OKOJIOCOCYUCTON OOOMOYKH.
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Application of nitrosourea derivatives for treatment of neoplastic
processes is linked with derangement of DNA synthesis by the deriva-
tives which are capable of alkylating bases of nucleic acids and guanine
in particular (Chang et al. 1980). The disturbance in DNA synthesis is
manifested by a cytotoxic effect (Druckrey et al. 1965), immunosuppres-
sive effect (Parmiani et al. 1971), teratogenic effect (Koyama et al. 1972)
and carcinogenic effect (Ivankovi¢ 1976; Hallas, Das 1979). Cytophoto-
metric studies on neuroglia of adult animals subjected to BCNU action
have demonstrated a decreased DNA level in neuroglia (Szczech, God-
lewski 1984) and in neurocyte nuclei of the central nervous system
(Godlewski, Szczech 1984). In similar studies on the effect of CNU
(Lomustine) — another nitrosourea derivative, a decreased DNA level
has been noted in oligodendroglia and astroglia nuclei of adult rats and
an augmented DNA level in the respective nuclei of young animals
(Szczech 1984 a, b).

Since the distinct effects of such drugs on adult animals, on the one
hand, and on developing animals, on the other, are stressed by several
authors (Ivankovi¢ 1976; Bosch 1977), in the present study we examined
the effect of BCNU (Carmustine, Nitrumon), a nitrosourea derivative
used in antineoplastic therapy, on neuroglia in the progeny of rat mo-
thers, receiving the cytostatic in the second half of pregnancy.

MATERIAL AND METHODS

BCNU was dissolved in saline and given to pregnant rat femals on
the 12th and 18th day of pregnancy, in an intraperitoneal dose of 7.5 mg
each time. The day of pregnancy was determined on the basis of sper-

* Study was supported by Polish Academy of Sciences (Grant No. 10.4.05.3.3.).
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matozoa detection in vaginal smears. Twenty animals delivered from
the pregnancies were sacrificed on the 14th or 18th day of extrauterine
life. The control group consisted of 14- and 28-day-old originating from
females given 0.5 ml saline (n.p.) on 12th and 18th day of pregnancy.
For histoenzymatic studies the brains were fixed in Baker’s calcium
formaldehyde at 4°C for 16 h or at room temperature if followed by
paraffin embedding.

Histoenzymatic studies were performed on sections cut on a freezing
microtome. The activity of the following enzymes was determined: car-
boxyl esters hydrolase (nonspecific esterase, NsE), E.L. * 3.1.1.1., accor-
ding to Nachlas and Seligmann (1949), with 30-min incubation at 4°C,
acetylcholine hydrolase (acetylcholinesterase, AChE), E.L. 3.1.1.7,
according to Gerebtzoff (1953), with 120 min incubation at 37°C, acyl-
choline acylhydrolase (cholinesterase, ChE), E.L. 3.1.1.8., according to
Gerebtzoff (1953), with 180 min incubation at 37°C, phosphohydrolase of
orthophosphoric monoesters (alkaline phosphatase, AP), E.L.. 3.1.3.1., accor-
ding to Gomori (1953), with 45 min incubation at 37°C, phosphohydrolase
of orthophosphoric monoesters (acid phosphatase, AcP) E.L. 3.1.3.2., ac-
cording to Gomori (1953) with 50 min incubation at 37°C, adenosine tri-
phosphate phosphohydrolase (adenosine triphosphatase, ATPase), E.L.
3.6.1.3., according to Wachstein and Meisel (1957) with 55 min incuba-
tion at 37°C, phosphohydrolase of thiamine pyrophosphate (TPPase), E.L.
3.6.1.6., according to Novikoff and Goldfischer (1961) with 60 min incuba-
tion at room temperature. The paraffin embedded brains sections (7 pum)
were stained with H—E, according to Nissl and Kliiver—Barrera and
subjected to Feulgen reaction for DNA cytophotometry and karyome-
tric measurements. Optimal duration of acid hydrolysis was pre-estab-
lished experimentally at 3.5 h at 37°C (Krygier-Stojalowska 1982).

The karyometric and cytophotometric studies were performed on
oligodendroglia nuclei of corpus callosum and on astroglia of gyrus cin-
guli. The measurements were performed using a Morphoquant automated
microscopic image analyzer (VEB Carl Zeiss, Jena) coupled to a KSR 4100
computer, applying the MOSAIK computer program (Voss et al. 1974),
in monochromatic light of 560 nm wavelength.

The following coefficients as well as shape and extinction indices
were analyzed in neuroglia cell nuclei:

KONL ** — circumference of cell nucleus cross-section expressed by
number of measuring raster points,
KOFL — surface area of cell nucleus cross-section, expressed by

number of measuring raster points,

* Number of enzyme list (Florkin, Stotz 1973).
** Abbreviations of the indices originate from the MOSAIK computer program

(Voss et al. 1977)
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FOFA — shape index of cell nuclei: the ratio of squared circumferen-
ce to area of cross-section. Value of the index increases with increasing
elongation or irregularity of the object,

FLVH — cross-section regularity index of cell nuclei, i.e. ratio of
cross-section area to convex area (area of the smallest octagon circum-
scribed on cross-section of the studied object). Value of the index in-
creases for objects the shape of which approaches a geometric octagon,
diminishes for increasingly irregular objects.

EXTS — sum of extinctions in individual measuring raster point in
a given object. In Feulgen technique the index reflects the relative DNA
content of the cell nucleus.

Results of measurements for individual cell nuclei in neuroglia of
experimental and control animals were grouped and compared using the
non-parametric Kolmogorov-Smirnov test (Gren 1982) and adapting the
significance threshold for differences at p << 0.05.

RESULTS

No significant somatic or behavioural changes were observed in the
progeny of mothers receiving BCNU during pregnancy, as compared with
control animals. In brain sections stained with H—E or according to
Nissl no significant morphological alterations were observed either. In
sections stained according to Kliiver—Barrera, however, the two exper-
imental groups showed less intense staining of myelin sheaths than noted
in control groups. The alterations were particularly well visible in the
corpus callosum in cingulum (Fig. la and 1b) and in cerebellar cortex
(Fig. 2a and 2b). In the younger group delayed myelination was more
evident.

CHANGES IN HISTOENZYMATIC ACTIVITY OF NEUROGLIA IN PROGENY
OF RAT FEMALES RECEIVING BCNU DURING PREGNANCY

Carboxyl ester hydrolase (NsE)

In 14-day-old rats of the control group, NsE activity in neuroglia was
low. Intense activity of the enzyme was noted only in cells of myelina-
tion gliosis (Fig. 3a). In the experimental group the enzymatic reaction
was negative in neuroglia of the corpus callosum. The number of myeli-
nation gliosis cells showing positive NsSE reaction was decreased (Fig.
3b). In the group of 28-day-old rats, NsE enzymatic activity in neuroglia
of the corpus callosum and in the cortex of gyrus cinguli was lower
than in the control group of comparable age.

Acetylcholine hydrolase (AChE)

In physiologic conditions, 14-day-old rats exhibited already high
AChE activity in the striatum nervous fibers, moderate activity in ner-
vous fibers of septum area, optic tract and fimbria hippocampi and rela-
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Fig. la. Control 14-day-old rat.Corpus callosum and cingulum. Myelin sheaths mar-
kedly stained in cingulum and less intensely in corpus callosum. Kliiver—Barrera.
X 250
Ryc. la. Szczur kontrolny 14-dniowy. Spoidlo wielkie mézgu i obrecz. Wyraznie
wybarwione ostonki mielinowe obrgczy i mniej intensywnie spoidla wielkiego.
Kliiver—Barrera. Pow. 250 X
Fig. 1b. Experimental 14-day-old rat. Lower intensity of myelin staining than in

~ control. Kliiver—Barrera. X 250
Ryc. 1b. Szczur do$wiadczalny 14-dniowy. Wybarwianie ostonek mielinowych
mniej intensywne niz w kontroli. Kliiver—Barrera. Pow. 250 X

Fig. 2a. Control 14-day-old rat. Cerebellar cortex. Pronounced staining of white
matter myelin sheaths. Kliiver—Barrera. X 250

Ryc. 2a. Szczur kontrolny 14-dniowy. Kora moé6zdzku. Wyrazne wybarwianie sie

ostonek mielinowych wiodkien istoty bialej. Kliiver—Barrera. Pow. 250 X

Fig. 2b. Experimental 14-day-old rat. Cerebellar cortex. Myelin sheaths of white
matter almost unstained. Kliiver—Barrera. X 250

Ryc. 2b. Szczur do$wiadczalny 14-dniowy. Kora moézdzku. Oslonki mielinowe wlé-

kien istoty bialej w wiekszo$ci nie wybarwione. Kliiver—Barrera. Pow. 250 X
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Fig. 3a. Control 14-day-old rat. Corpus callosum. NsE activity visible in myelination
gliosis cells and weak in neuroglia cells. X 100
Rye. 3a. Szczur kontrolny 14-dniowy. Spoidlo wielkie mézgu. Silna aktywnos$é nie-
swoistej esterazy w komorkach gliozy mielinizacyjnej i sltaba w pojedynczych ko-
morkach neurogleju. Pow. 100 %

Fig. 3b. Experimental 14-day-old rat. Corpus callosum. Less intense reaction of
NsE in myelination gliosis cells, lack of enzyme activity in neuroglia. X 100
Ryc. 3b. Szczur do$wiadczalny 14-dniowy. Spoidlo wielkie mézgu. Mniej intensywna

reakcja na NsE w komoérkach gliozy mielinizacyjnej, brak aktywno$ci enzymu
w neurogleju. Pow. 100 X

Fig. 4a. Control 14-day-old rat. Striatum region. Moderate ChE activity in walls
of capillaries, weak reaction in nervous fibers. X 128

Ryc. 4a. Szczur kontrolny 14-dniowy. Okolica prazkowia. Umiarkowana aktywno$é

cholinesterazy w $cianach naczyn wlosowatych i staba we wiléknach nerwowych.
Pow. 128 X

Fig. 4b, Experimental 14-day-old rat. Striatum region. Increased ChE activity in

walls of capillary vessels, diminished enzymatic reaction in bundles of nervous
fibers. X 128

Ryc. 4b. Szczur do$wiadczalny 14-dniowy. Okolica prazkowia. W poréwnaniu do

grupy kontrolnej wzrost aktywnos$ci ChE w $cianach naczyn wlosowatych i zmniej-

szenie aktywnos$ci enzymu we widéknach nerwowych., Pow. 128 X
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tively lowest activity in neuropile of the cerebral cortex. In the 14-day-
old experimental animals the above groups of nervous fibers showed
higher activity of the enzyme than in the control group. Similar altera-
tions involving increased intensity of enzymatic reaction for AChE were
observed in central nervous system pathways of 28-day-old experimen-
tal rats.

Acetylcholine acylhydrolase (ChE)

In the group of 14-day-old control animals moderate enzymatic reac-
tion was noted in capillary walls and a more intense reaction in ner-
vous fibers (Fig. 4a). In the progeny of rate obtaining BCNU during pre-
gnancy increased enzymatic activity of ChE was evident in capillary
walls as well as decreased ChE activity in nervous fibers of the stria-
tum (Fig. 4b). In 28-day-old experimental animals increased ChE acti-
vity was detected in nervous fibers of corpus callosum, striatum and
cingulum as well as in blood vessel walls, as compared to the control
animals.

Phosphohydrolase of orthophosphoric monoesters (AP)

In 14-day-old control animals no alkaline phosphatase activity could
be noted in neuroglia cells or in nervous fibers. In 14-day-old animals
originating from mothers given BCNU during pregnancy activity of the
enzyme appeared in nervous fibers of the septum. In 28-day-old ex-
perimental rats decreased activity of alkaline phosphatase was noted
in blood vessel walls while the enzymatic reaction was more intense in
nervous fibers of the cingulum, fimbria hippocampi and striatum.

Phosphohydrolase of orthophosphoric monoesters (AcP)

In 14-day-old control rats low activity of acid phosphatase was de-
tected in single oligodendroglial cells of corpus callosum and high acti-
vity of the enzyme in individual cells of myelination gliosis (Fig. 5a).
In 14-day-old progeny of female rats, given BCNU during pregnancy,
numerous myelination gliosis cells were seen featuring a very high
activity of AcP (Fig. 5b) which corresponded to a myelination period
earlier than that in the control group. In 28-day-old experimental ani-
mals AcP activity in oligodendroglia of corpus callosum, fimbria hip-
pocampi (Fig. 6a and 6b) and optic tract was lower than in the control
group but the reaction was positive in a higher number of cells.

Adenosine triphosphate phosphohydrolase (ATPase)

In the 14th day of extrauterine life a weak positive reaction for
ATPase appeared in astroglia of fornix, alveus hippocampi and striatum.
A weak reaction was also encountered in oligodendroglia cell membra-
nes of the corpus callosum. Following administration of BCNU to pre-
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Fib. 5a. Control 14-day-old rat. Corpus callosum. Moderate AcP activity in single
myelination gliosis cells and low activity in neuroglia. X 320
Ryc. 5a. Szczur kontrolny 14-dniowy. Spoidio wielkie moézgu. Umiarkowana aktyw-
no$¢ kwasnej fosfatazy w pojedynczych komoérkach gliozy mielinizacyjnej i staba
aktywno$¢é enzymu w neurogleju. Pow. 320 X
Fig. 5b. Experimental 14-day-old rat. High AcP activity in numerous cells of
myelination gliosis and traces of activity in neuroglia cells of corpus callosum and
gyrus cinguli. X 320
Ryc. 5b. Szczur do$wiadczalny 14-dniowy. Wysoka aktywno$é fosfatazy kwasnej
w licznych komoérkach gliozy mielinizacyjnej i §ladowa w neurogleju spoidia wiel-
: kiego i zakretu obreczy. Pow. 320 X

Fig. 6a. Control 28-day-old rat. Fimbria hippocampi. High AcP activity in nume-
rous oligodendroglia cells. X 250
Ryc. 6a. Szczur kontrolny 28-dniowy. Strzepek hipokampa. Wysoka aktywno$é
FK w licznych komoérkach oligodendrogleju. Pow. 250 X
Fig. 6b. Experimental 28-day-old rat. Fimbria hippocampi. AcP activity somewhat
lower but present in greater number of cells. X 250
Ryc. 6b. Szczur do$wiadczalny 28-dniowy. Strzepek hipokampa. Aktywno$¢ FK
w oligodendrogleju nieco nizsza niz w grupie kontrolnej, ale obecna w wigkszej
liczbie komoérek. Pow. 250 X
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Fig. 7a. Control 28-day-old rat. Corpus callosum. Intense ATPase reaction in walls
: of capillaries. X 510

Rye. 7a. Szczur kontrolny 28-dniowy. Spoidio wielkie mézgu. Silna aktywnosé
ATPazy w $cianach naczyn wlosowatych. Pow 510 X

Fig. 7b. Experimental 28-day-old rat. Corpus callosum. High ATPase activity in

perivascular glia. X 510

Ryc. 7b. Szczur doswiadczalny 28-dniowy. Spoidio wielkie moézgu. Wysoka aktyw-

no$¢ ATPazy w gleju przynaczyniowym, Pow. 510 X

Fig. 8a. Control 14-day-old rat. Corpus callosum. TPPase reaction in interfascicular
glia. X 500
Ryc. 8a. Szczur kontrolny 14-dniowy. Spoidio wielkie mézgu. Reakcja enzymatycz-
na na TPPaze¢ w gleju miedzypegczkowym. Pow, 500 X
Fig. 8b. Experimental 14-day-old rat. Corpus callosum. Positive TPPase reaction
only in single oligodendroglia cells. Structures of Golgi apparatus not visible.
X 500
Ryc. 8b. Szczur do§wiadczalny 14-dniowy. Spoidlo wielkie mézgu. Dodatni odczyn
TPPazy widoczny tylko w pojedynczych komoérkach oligodendrogleju. Struktury
aparatu Golgiego zatarte. Pow. 500 X
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Table 1. Results of karyometric and DNA cytophotometric measurements in oligodendroglia of
14- and 28-day-old progeny of rats given BCNU on 12th and 18th day of pregnancy
Tabela 1. Wyniki pomiaréw kariometrycznych i cytofotometrii DNA oligodendrogleju 14- i 28-
-dniowego potomstwa matek szczurzych, ktéorym podano BCNU w 12 i 18 dniu ciazy

Material Zagl:_l:ul: Coefficients and shape indices
Wspétezynniki i iki
Materiat Warto$é sp! nniki i wskaZniki ksztattu

wgrupie  KONL KOFL FOFA FLVH EXTS

14-day-old rats

14-dniowe szczury

control group min 58 124 127 81 45
grupa kontrolna max 85 210 178 94 109

b 68 167 =+ 142 88 78
experimental group min 60 128 126 84 70
grupa doswiadczalna max 80 205 160 94 116

x 69 175 137 89 97
pcontrol/experimental < ns ns 0.01(—) 0.05(+) 0.001(+)

. 28-day-old rats

28-dniowe szczury

control group min 65 147 127 80 73
grupa kontrolna max 96 272 184 94 138
2 78 216 142 89 102
experimental group min 62 141 130 ' 80 53
grupa do$wiadczalna max 96 279 203 93 149
x 1 213 142 88 94
Pcontrol/experimental < ns ns ns ns 0.02(—)
KONL — circumference of cell nucleus

KOFL, —

FOFA -

FLVH -

BXTS -

Numerical

obwod jadra komoérkowego

surface area of cell nucleus

powierzchnia jadra komoérkowego

shape index of cell nuclei

wskaznik ksztaltu jader komérkowych

cross-section regularity index of cell nuclei

wskaznik regularnosci przekroju jader komorkowych

extinction sum

suma ekstynkcji

values of KONL and KOFL are expressed in numbers of measuring raster points,

EXTS — in extinction working units.
Wartoé¢ liczbowa KONL i KOFL wyrazona liczbg punktow rastru pomiarowego. EXTS —
w jednostkach roboczych ekstynkcji.

p — level

of statistical significance, ns — insignificant

p — poziom znamiennosci statystycznej, ns — statystycznie nieznamienne
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Fig. 9. Histograms of oligodendroglia nuclei shape (FOFA) index in 14-day-old
control and experimental rats

Ryc. 9. Histogramy wskaznika ksztaltu (FOFA) zbioréw jader oligodendrogleju
14-dniowych szczuréw grupy kontrolnej i do§wiadczalnej

gnant rats, an increased activity of the enzyme was noted in 14-day-old
progeny both in astroglia and oligodendroglia of the above mentioned
brain structures as well as increased ATPase activity in the perivascu-
lar glia. In the experimental group enhanced for ATPase was detected
also in capillary walls. In 28-day-old experimental rats ATPase activity
was higher in the perivascular glia of the corpus callosum (Fig. 7a, 7b)
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Fig. 10. Histograms of extinction sum (EXTS) fod oligodendroglia nuclei in 14-day-
-old rats of control and experimental groups

Ryc. 10. Histogramy sumy ekstynkecji (EXTS) zbioréw jader oligodendrogleju 14-
-dniowych szczuréw grupy kontrolnej i do§wiadczalnej

fimbria hippocampi, thalamus, cerebral cortex as well as in oligo-
dendroglia of these regions, as compared with controls of the appropria-
te age.

Thiamine pyrophosphate phosphohydrolase (TPPase)

In brain sections of 14-day-old control rats weak enzymatic reaction
for TPPase was visible in the interfascicular oligodendroglia cells ar-
ranged in rows in the corpus callosum (Fig. 8a). In the experimental group,
TPPase activity was observed only in single cells of corpus callosum
interfascicular oligodendroglia (Fig. 8b). Even if relatively intense, the
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Fig. 11. Histograms of extinction sum for oligodendroglia nuclei in 28-day-old rats of
control and experimental groups

Ryec. 11. Histogramy sumy ekstynkcji zbioré6w jader oligodendrogleju 28-dniowych
szczuréw grupy kontrolnej i do$wiadczalnej

enzymatic reaction was present in a lower number of cells. In 28-day-
old animals TPPase activity was moderate in oligodendroglia of the cor-
pus callosum, fimbria hippocampi and low in striatum neuroglia. In pro-
geny of BCNU treated mothers, the activity of the enzyme somewhat
decreased in corpus callosum oligodendroglia, while it increased in oli-
godendroglia of fimbria hippocampi and of the striatum.

Karyometric studies and DNA cytophotometry in oligodendroglia (Tab. 1)

Measurements of cross-section circumferences of oligodendroglia nu-
clei (KONL) and of cross-section surface areas (KOFL) in 14-day-old
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Table 2. Results of karyometric and DNA cytophotometric measurements in astroglia of 14-
and 28-day-old progeny of rats given BCNU on 12th and 18th day of pregnancy
Tabela 2. Wyniki pomiaréw kariometrycznych i cytofotometrii DNA astrogleju 14- i 28-dniowego

potomstwa matek szczurzych, ktorym podano BCNU w 12 i 18 dniu ciazy

Materiai Yikow n Coefficients and shape indices
aterfa edk i Wspotczynniki i wskazniki ksztaltu
Materiat Wartos¢

wgrupie  KONL KOFL FOFA FLVH EXTS

14-day-old rats
14-dniowe szczury

control group min 60 135 128 81 69
grupa kontrolna max 89 237 176 93 120
x 73 198 141 88 96
experimental group min 63 144 , 128 80 69
grupa doswiadczalna max 93 269 189 94 149
x 75 202 141 88 105
Pcontrol/experimental < 0.02(+) ns ns ns 0.01(+)

28-day-old rats
28-dniowe szczury

control group min 54 114 126 79 60
grupa kontrolna max 87 235 179 94 118

X 70 175 141 88 85
experimental group min 55 114 127 78 53
grupa do$wiadczalna max 82 225 197 93 120

b 70 170 138 89 92
Pcontrol/experimental < ns ns 0.05(—) 0.05(+) 0.01(+)

Explanations as in Table 1  Objasnienia jak w tabeli 1

animals showed augmented arithmetic means in the experimental groups,
but the alterations failed to be significant. The cell nucleus shape in-
dex (FOFA) decreased (nuclei became more round) in the experimental
group (Fig. 9) and the change was significant at p << 0.01. On the other
hand, the shape regularity index of oligodendroglia nuclei increased
(p < 0.05) indicating a more regular shape of the nuclei.

Mean DNA extinction value increased from 78 to 97 working ex-
tinction units, i.e, DNA extinction increased 1.3-fold. The change was
significant at p << 0.001. Histograms of the experimental and control sets
are presented in Figure 10. The median value of the experimental set
was shifted by two classes towards higher values. In the group of 28-
‘day-old rats, nuclei cross-section circumference and cross-section area
of oligodendroglia nuclei showed no significant changes as compared with
the control group. Shape index and shape regularity index of oligoden-
droglia nuclei cross-sections also showed no alterations. However, DNA
extinction estimates indicated its decrease (p <<0.02). In the histograms
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Fig, 12. Histograms of extinction sum for astroglia nuclei in 14-day-old rats of
control and experimental groups
Ryc. 12, Histogramy sumy ekstynkcji zbioréw jader astrogleju 14-dniowych szczu-
réow grupy kontrolnej i do§wiadczalnej

presented in Figure 11, the experimental set is shifted towards lower
classess as compared with the experimental set with median value of
the experimental set in class 5.

Karyometric studies and DNA cytophotometry in astroglia (Tab. 2)

In the group of 14-day-old rats karyometric measurements demon-
strated an increased circumference of the cross-section of astroglia nuc-
lei (p <0.02). The area of the cross-sections increased, but the altera-
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Fig. 13. Histograms of extinction sum for astroglia nuclei in 28-day-old rats of
control and experimental groups

Ryc. 13, Histogramy sumy ekstynkcji zbioréw jgder astrogleju 28-dniowych szczu-
réw grupy kontrolnej i do§wiadczalnej
tion was insignificant. No changes were noted in indices of shape and
shape regularity for nuclei cross-sections in the cells. DNA extinction
increased from 96 to 105 working units (p <<0.01). DNA extinction hi-
stograms (Fig. 12) proved broadening of the experimental set to class
11 while the last cells of the control set were present in class 7. The
experimental set featured also clearly a lower number of cells in class
5 than the control one. Karyometric studies on astroglia of 28-day-old
rats showed no changes in nuclear contour and area indices (KONL and
KOFL) of the cells in the experimental group. On the other hand, nuclei
became more round (decreased FOFA, p <0.05) and their outline be-
came more regular (increased FLVH, p < 0.05). DNA extinction measu-
rements showed it augmented, similarly as in 14-day-old animals (p <
<< 0.001). Extinction histograms (Fig. 13) visualized an increase in cell
numbers in classes 6, 8, 9 and 10 of the experimental set, as compared
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with the control set, in which more cells were present in classes 4 and
5. The median value of the experimental set was shifted towards higher
values by two classes as compared with cell nuclei sets of the control
group astroglia.

DISCUSSION

In studies on the effects on progeny of any drug administered dur-
ing pregnancy, it should first of all be determined whether the drug
penetrates through the placenta, being thus capable of interacting di-
rectly with the fetus or whether the alterations observed in the progeny
result from an indirect action of the studied compound, caused by chan-
ges in organs of the mother. The problem is relatively simple as far as
BCNU is concerned. Biological activity of the drug is mediated by its
low molecular weight derivatives, mainly chlorethanol (Weinkam, Deen
1982), which may be transported through the placenta (Ivankovi¢ 1976)
similarly to conversion products of other nitrosourea compounds. After
administering nitrosourea derivatives, Chang et al. (1980) noted a three-
fold increase in DNA content in brains of the newborn with no altera-
tions in brain DNA content of mothers which were given intravenous
injections of the compounds. In the light of these studies one may as-
sume that the observed changes in enzymatic activity as well as dif-
ferences in karyometric and cytophotometric measurements between con-
trol and experimental groups result from the direct action of biological
disintegration products of BCNU on the fetus brain.

Changes in neuroglia observed in the present study are complex,
this corresponding to the action of the cytostatic drug on the develop-
ing brain. In relation to oligodendroglia it is worth attention that in
d4-day-old rats, as compared with the control of appropriate age, the
DNA content of cell nuclei is increased, while the cells become mor-
phologically more immature (i.e., they have acquired a more spherical
shapeiand show a more regular nucleus cross-section). In later develop-
méntpinothe group of 28-day-old rats, nuclei of oligodendroglia cells in
thdoexperiméntal group do not differed from those in the control group
in'thé mentionedrindices, while their DNA content is lower than in the
control gtoupiChardgesrobserved in oligodendroglia of the older progeny
résemblé tHases ptetkdnradudtbanimals given CCNU, another nitrosourea
derivBtivé! (Szezéch 1984ahns 1uolno
islo Karjpometridichanges) andoeytophotometricaly detected alterations in
DN Amontenticof! abtroglid.thuelgi dré(BI distinct type and are more pro-
nouncedint thexgrdupCot (older-animhbls! {inbre: spherical shape, increased
Tegulafityiof butlirds-fof celbsnyélelisrierodsesections in the group of 28-
day-ald seatsh iin rthéd 4wisexpetihentdl groupsylastroglia nuclei show an
increased DN fozcontent:iIbgindiedtedp thereford) that deug-induced inter-

ference with DNA Wﬁ%lgﬁiﬁcflrgeg !%otp ecome evident until later in life.



Glial pathology in BCNU intoxication 581

Alterations noted in karyometric and cytophotometric measurements
may convincingly be linked to changes observed in brain myelination
and to the observed altered histoenzymatic activity of neuroglia.

In 14-day-old rats delayed myelination, observed in sections stained
according to Kliiver—Barrera, corresponds to lowered, as compared with
the control, maturity of oligodendroglia nuclei indicated by karyometric
measurements. Delayed in time is also myelination gliosis linked with
high activity of NsE and AcP. The process is almost completed in con-
trol animals. Delayed myelination is accompanied by low TPPase activi-
ty in the interfascicular glia, as compared with the control group and
with results of other studies on the process (Wender, Kozik 1971; Szczech
1982), indicating delayed functional maturation of the cells. As compa-
red with 14-day-old animals, changes in histoenzymatic activity noted
in 28-day-old rats are of a more quantitative type which may indicate
gradual compensation of the alteration during farther extrauterine de-
velopment.

Activity of the enzymes constituting blood-brain barrier markers,
like ChE (Joo, Varkonyi 1969) and ATPase, may suggest earlier develop-
ment of barrier mechanisms in the progeny of mothers receiving BCNU
than in control animals. In the present studies a marked increase in ChE
activity has been noted in blood vessel walls of 14-day-old animals and
an evident increase in perivascular glia ATPase activity in 28-day-old
experimental animals, as compared with the respective control groups.
In view of the karyometric and DNA cytophotometric results in astroglia
the changes should be interpreted rather as a result of augmented bio-
logical activity of astroglia, since in studies on ATPase activity in astro-
glia during development (Szczech 1982) a gradual increase in activity of
the enzyme has been noted up to the 40th day of rat extrauterine life.

The conducted studies show that the cytostatic drug, considered to
be free of neurotoxic activity (Young, Posner 1980), induces significant
morphological and histoenzymatic changes in neuroglia of the progeny
when administered in low doses during pregnancy.

WPELYW BCNU PODAWANEGO CIEZARNYM SAMICOM SZCZURA
NA MORFOLOGIE I HISTOCHEMIE NEUROGLEJU U POTOMSTWA

Streszczenie

Stosowanie pochodnych nitrozomocznika w leczeniu rozrostowych proceséw
nowotworowych zwigzane jest z zaburzeniami metabolizmu DNA. Zaburzenia te
moga manifestowaé sie efektami cytotoksycznym i immunosupresyjnym, a takze
terato- i kancerogennym. Celem podjetych badan byla ocena wplywu BCNU, sta-
nowigcego pochodng mnitrozomocznika, stosowang w terapii przeciwnowotworowej,
na populacje neurogleju u potomstwa matek, ktére otrzymywaty cytostatyk w dru-
giej potowie ciazy.

BCNU rozpuszczano w roztworze soli fizjologicznej i wstrzykiwano dootrzew-
nowo ciezarnym samicom szczurzym, w. 12,i_18 dniu cigzy, kazdorazowo w dawce
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7,5 mg. Potomstwo tak traktowanych szczuréw bylo usypiane w 14 i 28 dniu zycia.
Przeprowadzono histologiczng, histochemiczng i kariometryczng analize osrodko-
wego ukladu nerwowego ze szczegdlnym uwzglednieniem zachowania sie populacji
neurogleju.

Wykazano, ze translozyskowe dzialanie BCNU prowadzi do nieprawidlowosci
obrazu histologicznego i histoenzymatycznego neurogleju i op6Znienia mielinizacji
oSrodkowego ukladu nerwowego. Nieprawidlowo$ci gleju uchwytne w badaniach
kariometrycznych we wczesnym okresie po urodzeniu, cofaly sie¢ w okresie pdz-
niejszym.

BIIMSTHUE KAPMVCTUHA BBOJAMMOI'O BEPEMEHHBIM CAMKAM KPBICHI
HA MOP®OJIOTUIO ¥ TUCTOXUMUIO HEVPOTJIMU V IIOTOMCTBA

Pe3ome

IIpuMeHeHre NPOM3BOJHBEIX HHTPO30MOYEBHHBI B JICYEHHWH TI'HIEPIUIACTHYECKHX OIyXOJIEBBIX
IPOLIECCOB CBA3aHO C paccTpoiicTBamu MeTabommsma JJHK. DTr paccTpoifcTBa MOTYT IPOSBIATHCS
sbdexTaMu: UTOTOKCHYECKAM H HMMYHOCYNIIPECCHOHHBIM, a TAKXe TepaTOKAHIEePOIeHHBIM.
Llenpio MpeaupHHATHIX MCCIENOBaHWM OBLIA OLEHKA BIMSHHS KapMYCTHHA SBJISIOLIETOCS IpPO-
H3BOJHOM HATPO30OMOYEBHHBI, NPAMEHAEMOrO B MPOTHBOOMYXOJEBON TEpamd¥ HAa IOMYJISLHIO
HEHpOI/IAM Y IOTOMCTBA MaTepel KOTOPHIE MMOJIy4ald QUTOCTATHK BO BTOPOM MOJIOBHHE GepeMeH-
HOCTH.

KapMyCTHH pacTBOPSIA B (DH3MOJIOrHYECKOM DPACTBOPE COJIH H BBOMWIN OepeMEHHBIM KpbI-
CHHBIM caMkaM Ha 12 u 18 mHIO GepeMEeHHOCTH BHYTPHOPIOIIMHHO, KaXIblii pa3 B go3e 7,5 mr.
IToTOMCTBO 3THX KPBIC YCHIILUTSUTH Ha 14 m Ha 28 neHb XH3HH. ABTOPHI IPOBEJIA FACTOJIOTHYCCKHIM,
TACTOXMMHAYECKAI M KapHOMETPHYECKMIi aHanM3 LEHTPAJBHON HEPBHOW CHCTEMBI, C OCOOEHHBIM
Y4€TOM INOBEACHHUA NOMYJISANAXA HEHPOITHH.

Jloxa3aHO ¥TO TPAH3IUIALEHTAPHOE AEHCTBHE KapMyCTHHA NPHBOAWJIO K AHOMAJIMH I'HCTO-
JIOTHYECKON M THCTO3H3HMATHYECKOW KAPTHHBI HEHPOIIMU M K 3aMEJICHHIO MHEIMHHM3ALMA LEH-
TPaJIbHOM HEPBHOM CHCTEMBI. AHOMAJIMH TJIHH YJOBHMBIE B KapHOMETPHYECKHX HCCIIEIOBaAHMAX
B PaHHEM MEpHOJe IOCHe POXIECHHS OTCTYNAlH B Ooliee MO3QHEM NEpHOIE.
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ZMIANY MORFOLOGICZNE W UKLADZIE WZROKOWYM
KROLIKA LABORATORYJNEGO W NASTEPSTWIE
WRODZONEGO JEDNOSTRONNEGO MALOOCZA

Osérodek Dos$wiadczalny Neurologii Poré6wnawczej Centrum
Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN, Minsk Maz.

Matoocze, wrodzone lub nabyte, spotyka sie u wszystkich gatunkéw
zwierzat domowych i laboratoryjnych. Wrodzone maloocze jest wads,
ktora powstaje we wczesnym okresie rozwoju zarodkowego. Przyczyny
maloocza sa zréznicowane i podobnie jak w wiekszosci zaburzen tego
okresu rozwoju przewaznie niemozliwe do ustalenia. W warunkach do-
$wiadezalnych pojawienie sie maloocza wigzano z teratogennym dziala-
niem réznych czynniké6w endo- i egzogennych, przede wszystkim zatrué
i niedoboréw witaminowych, zwlaszcza witaminy A (Jubb, Kennedy 1968,
Kircher 1978). W przeciwienstwie do wrodzonego braku galek ocznych,
ktory przewaznie wystepuje symetrycznie i u niektérych zwierzat jest
uwarunkowany genetycznie, m.in. u myszy (Cullen, Kaiserman-Abramof
1976) i u szczura (Kobayashi, Otani 1981), maloocze wystepuje zwykle
sporadycznie,, rzadko rodzinnie i czesciej jest jedno- niz obustronne.

Maloocze, jak wynika z nazwy, polega na zmniejszeniu rozmiaréw
galki ocznej. Tylko w wyjatkowych przypadkach zaburzenie ogranicza
sie do proporcjonalnej redukcji wszystkich struktur galki ocznej przy
zachowaniu prawidlowych stosunkéw anatomicznych. W wiekszosci przy-
padkéw towarzyszag mu dodatkowe nieprawidlowosci réznych struktur
galki ocznej, a niekiedy, zwlaszcza w przypadkach rodzinnych, réwniez
i innych narzadéw. Bardzo czesto maloocze wspoélistnieje z odwarstwie-
niem siatkowki, prawdopodobnie spowodowanym réznica w szybkosci
wzrostu zewnetrznej i wewnetrznej warstwy embrionalnego oka (Jubb,
Kennedy 1968).

U krélika laboratoryjnego maloocze spotyka sie bardzo rzadko, a przy-
padki dziedziczenia tej wady nie sg znane. Na przestrzeni ostatnich 10
lat mieliSmy 5 przypadkow jednostronnego matoocza w stadzie kroéli-
kow pt, ktore postanowilismy wykorzysta¢ do przedyskutowania proble-
mu wtérnych zanikéw w ukladzie wzrokowym.
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MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na 5 krolikach ze stada pt, 3 samcach i 2
samicach. Trzy kroéliki pochodzily z réznych miotéow, w 2 przypadkach
maloocze pojawilo sie u rodzenstwa, obarczonego dodatkowo wadg zgry-
zu, uniemozliwiajgcg prawidlowe pobieranie pokarmu i wymagajgcg sys-
tematycznego przycinania siekaczy. Asymetrie galek ocznych zauwazono
w 10—12 dniu zycia, to jest w okresie kiedy kroliczeta zaczynaja otwie-
ra¢ oczy. We wszystkich przypadkach malooczu towarzyszyly dodatkowe
nieprawidlowosci w zakresie roznych struktur galki ocznej, stwierdzone
klinicznie lub w badaniu sekcyjnym. U rodzenstwa (kr6lik Nr. 32/79
i 34/79) stwierdzono podwiniecie rzesowej krawedzi powieki (entropion)
po stronie nieprawidlowej galki ocznej z wtéornym owrzodzeniem i zmet-
nieniem rogowki. U jednego krolika brak bylo soczewki, w 2 przypad-
kach soczewka byla nieprawidlowa (nieprzezierna w jednym, w dru-
gim — nieksztaltna i przemieszczona ku obwodowi). U 3 krélikéw nie-
zaleznie od wady ukladu wzrokowego rozwingl sie typowy dla mutacji
pt zespo6l neurologiczny o $rednio ciezkim przebiegu z wtoérng poprawg
po ostrym okresie objawowym. Czas przezycia zwierzat wynosit 3, 4 1 7
miesiecy.

We wszystkich przypadkach kroéliki usmiercano wykonujac przezser-
cowa perfuzje 10% roztworem formaliny w soli fizjologicznej. Od kaz-
dego zwierzecia pobierano po utrwaleniu moézg wraz z pniem i moézdz-
kiem, obie galki oczne i nerwy wzrokowe. Galki oczne przecinano w plasz-
czyznie strzatkowej na dwie czesci, ktére po usunieciu soczewki prze-
prowadzano do parafiny. Ponadto pobierano pozagalkowe odcinki obu
nerwéw wzrokowych, skrzyzowanie wzrokowe, a z mozgu bloczki przez
obie poikule, obejmujace pasma wzrokowe, ciala kolankowate boczne,
jadra przednakrywkowe oraz kore wzrokowa, a ponadto wycinek ze $réd-
mozgowia z wzgoérkami czworaczymi gérnymi. Material przeprowadzano
rutynowo do parafiny. Skrawki barwiono hematoksyling-eozyna, fioletem
krezylu, wedlug metody van Gieson, Heidenhaina lub Kluvera-Barrery
i Kanzler-Arendta oraz impregnowano metoda Holmesa.

WYNIKI

Badanie makroskopowe

U wszystkich krolikow stwierdzono typowe dla maloocza zmniejszenie
rozmiaréw jednej galki ocznej z towarzyszacym zanikiem nerwu wzroko-
wego (ryc. 1). Nerw wzrokowy po stronie nieprawidlowej galki ocznej
po odpreparowaniu pochewki lgcznotkankowe]j przedstawial sie w 4
przypadkach jako szare nitkowate pasemko tkanki o $rednicy zredukowa-
nej do 1/3 srednicy normalnego nerwu. Tylko u jednego krolika réznice
te byly mniejsze, nerw wzrokowy byl prawidlowo zabarwiony i wyda-
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Ryc. 1. Jednostronne maloocze i zanik nerwu wzrokowego u krélika nr 127/74
Fig. 1. Unilateral microphthalmia with optic atrophy in the rabbit No 127/74

wal sie raczej hypoplastyczny niz zanikowy. Siatkowka w 4 przypad-
kach byla calkowicie odwarstwiona od naczyniéwki, znieksztalcona i po-
faldowana; u jednego krolika nie wykazywala makroskopowo uchwyt-
nych zmian. We wszystkich przypadkach skrzyzowanie wzrokowe bylo
niesymetryczne. Pasma wzrokowe u 4 krolikéw z odwarstwiong siatkow-
ka byly bardzo znacznie zredukowane po stronie przeciwleglej do nie-
prawidlowego oka. U kroélika z hypoplastycznym nerwem wzrokowym,
roéznica pomiedzy obu pasmami byla nieznaczna. Na skrawkach przez
potkule widoczna byla ponadto asymetria cial kolankowatych bocznych
i wzgorkow goérnych.

Badanie mikroskopowe

Tylko u jednego krolika (Nr. 74/83) siatkéwka miala zachowang pra-
widlowg budowe warstwowsg. Jej wszystkie warstwy w poréwnaniu z nor-
malng siatkéwka byly wezsze (ryc. 2a,b) i wykazywaly znacznie mniej-
szg ilo$¢ elementéw komorkowych i widknistych. Zwracalty uwage dosyé
znaczne ubytki komoérek zwojowych. U pozostatych 4 krolikow badanie
mikroskopowe potwierdzilo odwarstwienie siatkéwki w nieprawidlowej
galce ocznej wykazujagc rownoczesnie jej calkowitg przebudowe struktu-
ralng. Zarys budowy warstwowej mozna bylo niekiedy rozpozna¢ tylko
w poblizu rabka zebatego. Na pozostalym obszarze siatkéwki widoczne
byly jedynie pasma tkanki o mniej lub bardziej gesto ulozonych komoér-
kach o okraglych lub owalnych, bogatochromatynowych jadrach i skapej
cytoplazmie. Pasma te wpuklaly sie wglab ciala szklistego, a w ich obre-
bie spotykano rozety i pseudorozety (ryc. 3), sporadycznie réwniez ciala
komoérkowate (globoid bodies). U jednego kroélika widoczne byly bardzo
liczne, roéznej wielkosei, torbiele wypelione homogenng kwasochlonng
substancjg.
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¢
b
Ryc. 2a—2b. Kroélik nr 74/83. 2a — normalna siatkéwka, 2b — siatkéwka hipo-
plastyczna z zachowana budowa warstwowa. Widoczne ubytki komérek zwojo-
wych. H—E Pow. 200 X

Fig. 2a—2b. Rabbit No 74/83. 2a — normal retina, 2b — hypoplastic retina with
preserved laminar structure. Loss of ganglion cell is visible. H—E X 200

Rye. 3. Krolik nr 34/79. Fragment odwarstwionej siatkowki o catkowicie zatartej
strukturze, widoczne rozety. H—E Pow. 200 X

Fig. 3. Rabbit No 34/79. Fragment of detached retina. Complete obliteration of re-
tinal structure and rosettes. H—E < 200

Odpowiednio do nasilenia uszkodzen w siatkowce ksztaltowal sie ob-
raz zmian w pozagatkowym odcinku nerwoéw wzrokowych po stronie ma-
loocza. U 4 krolikéw z odwarstwiong siatkowka byly one prawie calko-
wicie pozbawione wlokien nerwowych, a nieliczne zachowane wypustki
osiowe wykazywaly cechy zwyrodnienia i rozpadu (ryc. 4). Nie stwier-
dzono istotnych réznic pomiedzy poszczegdélnymi krolikami, zaleznych od
wieku zwierzat. W barwieniach komoérkowych we wszystkich przypad-
kach obserwowano wybitne zageszczenie i nieregularny uklad jader glejo-
wych (ryc. 5). W przypadku z hypoplastyczng siatkowka nerw wzrokowy
po stronie uszkodzenia mial znacznie mniejszg ilos¢ widkien wzroko-
wych. Wlékna te wydawaly sie ciensze i dosy¢ czesto wykazywaly roz-
ne stadia zwyrodnienia i rozpadu, widoczne zaré6wno w preparatach bar-
wionych na ostonki mielinowe, jak i impregnowanych srebrem. W jego
obrebie stwierdzono niezbyt znaczne zageszczenie gleju komorkowego
bez istotnych zaburzen w jego ukladzie.
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Ryc. 4. Kré6lik nr 139/83. W zaniklym nerwie wzrokowym widoczne pojedyncze

wlékna mielinowe o rozpadajacych sie oslonkach. Kliiver—Barrera. Pow. 400 X

Fig. 4. Rabbit No 139/83. Atrophic optic nerve with scanty myelinated fibres sho-
wing degenerative changes. Kliiver—Barrera. < 400

Ryc. 5. Ten sam krolik. Fragment nerwu wzrokowego, tego samego co na ryc. 4.
Zageszczenie i nieregularny uklad jader komérkowych. H—E Pow. 100 X<
Fig. 5. The same rabbit. Fragment of atrophic nerve with increased density and
irregular arrangement of cellular nuclei. H—E X 100

b

Ryc. 6. Krolik nr 127/74. Redukcja pasma wzrokowego po stronie przeciwleglej do
nieprawidlowe]j galki ocznej. Heidenhain. Pow. lupowe.

Fig. 6. Rabbit No 127/74. Reduced contralateral optic tract. Heidenhain. Magn. glass
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U wszystkich krolikow z odwarstwiong siatkowka pasma wzrokowe
po stronie przeciwleglej do maloocza byly bardzo znacznie zredukowane
(ryc. 6). Ich wlokna nerwowe nie wykazywaly uszkodzen, a w obrazie
komoérkowym zwracal uwage brak wyraznych roznic pomiedzy normal-
nym i zredukowanym pasmem wzrokowym (ryc. 7a, b). U kroélika z hi-
poplastyczng siatkowka oba pasma nieznacznie roznily sie wielkosScig
i przy lupowej ocenie skrawkoéw na dalszych poziomach (niekiedy) trud-
no bylo ustali¢, ktore z nich jest utworzone przez wypustki nerwowe nie-
prawidlowe]j siatkowki. Natomiast w powiekszeniach mikroskopowych w
zredukowanym pasmie wzrokowym liczne wildékna wykazywaly cechy
zwyrodnienia, a glejoza komoérkowa byla tylko minimalnie wzmozona
(ryc. 8a,b).

Zmiany w podkorowych osrodkach wzroku u wszystkich badanych
kro6likéow mialy podobny charakter. Wyrazaly sie one redukcjg wielkosci
poszczegolnych struktur jadrowych, a w ich obrebie zmniejszeniem po-
pulacji widkien i komorek nerwowych przy wspoélistniejgcym zageszeze-
niu komérkowym oraz redukcja wielkosci komoérek nerwowych. Zmiany
te byly bardziej nasilone we wzgorkach gérnych i cialach kolankowatych
bocznych niz w jadrach przednakrywkowych. Wyrazng réznice w nasile-
niu uszkodzen mozna bylo stwierdzi¢ pomiedzy kroélikiem z zachowang
siatkowka i grupg pozostalych krolikow. W grupie tych ostat-
nich nie udalo sie wykaza¢ réznic w nasileniu zmian, zaleznych od czasu
przezycia zwierzat.

Ryc. 7a—7b. Kré6lik nr 139/83. 7a — fragment zredukowanego pasma wzrokowego
i 7b — normalnego pasma wzrokowego z drugiej pélkuli moézgu. W obrazie ko-
moérkowym brak wyraznych roéznic. H—E Pow. 100 X
Fig. 7a—7b. Rabbit No 139/83, 7a — fragment of reduced contralateral optic tract
and 7b — normal optic tract from the second brain hemisphere. No essential dif-
ferences in the density and arrangement of glial nuclei, H—E X 100

http://rcin.org.pl



Ryc. 8a—~8b. Kroélik nr 74/83. Pasma wzrokowe. 8a — normalne, 8b — nieznacznie
zredukowane. Ré6znice w obrazie komérkowym prawie niewidoczne. H—E Pow.
100 X
Fig. 8a—8b. Rabbit nr 74/83. Optic tracts. 8¢ — normal, 8b — contralateral to the
hypoplastic optic nerve. Insignificant differences in H—E staining. X 100

Ryc. 9. Krélik nr 127/74. Jadro grzbietowe ciala kolankowatego bocznego po stronie
przeciwleglej do mieprawidlowej galki ocznej wykazuje zaawansowany zanik. Fio-
let krezylu. Pow. lupowe
Fig. 9. Rabbit No 127/74. Contralateral dorsal nucleus of the lateral geniculate body
shows advanced atrophy. Cresyl violet. Magn. glass
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Ryc. 10. Kro6lik nr 32/79. Zanik wzgérka goérnego o znacznym nasileniu. Fiolet kre-
zylu. Pow. lupowe
Fig. 10. Rabbit No 32/79. Contralateral superior colliculus markedly reduced in size.
Cresyl violet. Magn. glass

Ryec. 11. Krélik nr 139/83. Przys$rodkowa powierzchnia wzgoérkéw goérnych, po pra-
wej stronie ryciny prawidlowy, po lewej — uszkodzony, widoczne zwezenie gor-
nych warstw i zageszczenie komoérkowe. Fiolet krezylu. Pow. 100 X

Fig, 11, Rabbit No 139/83. Medial surface of the two superior colliculi, on the
right — normal, on the left — atrophic, in which decreased size of the superficial
layers and increased cellular density is visible. Cresyl violet. X 100
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Ryc. 12a—12b. Kroélik nr 32/79. Wzgérki gérne. 12a — prawidlowy, 12b — po stro-
nie przeciwleglej do maltoocza z widocznym zageszczeniem komoérek i zmniejsze-
niem wielko$ci neuronéw. Fiolet krezylu. Pow. 400 <

Fig. 12a—12b. Rabbit No 32/79. Superior colliculi. 12a — normal, 12b — atrophic, with
increased cellular density and reduction of nerve cells size. Cresyl violet. X 400

W cialach kolankowatych bocznych jednostronny zanik obejmowal
przede wszystkim sektor alfa jadra grzbietowego, w ktérym znajduje za-
konczenia synaptyczne wiekszosé wlokien siatkéwkowo-kolankowatych.
Jadro grzbietowe boczne u krolikéw z odwarstwiong siatkéwka bylo
o polowe mniejsze po stronie prawidlowej galki ocznej od jgdra grzbie-
towego bocznego po stronie maloocza (ryc. 9). Podobnie ksztaltowaly sie
stosunki we wzgorkach goérnych, z ktorych jeden byl jak gdyby zapad-
niety (ryc. 10) w nastepstwie zmniejszenia szerokosci jego trzech goér-
nych warstw (stratum zonale, stratum griseum superfitiale i stratum op-
ticum) z towarzyszacym zageszczeniem komoérkowym i redukejg wiel-
kosci neuronéw (ryc. 11 i ryc. 12a i b) oraz zmniejszeniem iloéci widkien,
szczegoOlnie dobrze widocznym w peczkach wlokien w warstwie wzroko-
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wej. U krolika z malooczem i zachowang siatkowka zmiany w odpowied-
nich podkorowych osrodkach wzroku byly mniej nasilone, zaréwno w
odniesieniu do wielkosci poszczegélnych jader, jak i ubytku wiokien i ko-
moérek nerwowych. Trudno bylo jednoznacznie ustali¢ réznice wielkosci
komoérek w obrebie normalnie wyksztalconych i zmienionych jader pod-
korowych, w ktérych cze$é neuronéw wykazywala dodatkowo nieswoiste
zmiany neuronalne, nie zwigzane ani z procesem pt (krolik bezobjawo-
wy), ani z zanikiem transsynaptycznym. Wydaje sie jednak, ze i w tym
przypadku wystepowaly roéznice wielkosci komorek nerwowych w pod-
korowych osrodkach wzroku. W korze wzrokowej tego krolika nie stwier-
dzono uchwytnych zmian, natomiast w grupie pozostalych kroélikow w
obszarze projekcji podkorowych osrodkéw wzroku obserwowano zubo-
zenie wilodkien i zanik neurondéw.

Nie stwierdzono w obrazie zmian morfologicznych w ukladzie wzro-
kowym istotnych réznic pomiedzy objawowymi i bezobjawowymi kroli-
kami pt.

OMOWIENIE

Z przeprowadzonych obserwacji wynika, ze wrodzone maloocze powo-
duje u krolika rozleglte zmiany patomorfologiczne we wszystkich struktu-
rach ukladu wzrokowego. Majg one charakter wtérnych zanikéw, kto-
rych nasilenie zalezy w duzej mierze od stanu, w jakim znajduje sie
siatkowka. W przypadku zwyrodnienia siatkéwki zmiany zaréwno w dro-
gach wzrokowych, jak i w podkorowych osrodkach wzroku sa znacznie
bardziej nasilone niz w przypadku, gdy siatkowka jest zachowana, ale
nie w takim stopniu rozwinieta jak w normalnej prawidlowo wyksztal-
conej galce ocznej. W przypadku zaniku komoérek zwojowych siatkowki
ich wypustki osiowe ulegajg zwyrodnieniu na calym ich przebiegu, to jest
do jader grzbietowych cial kolankowatych bocznych i wzgérkow goérnyech,
z ktérych neuronami tworza one polgczenia synaptyczne. Szybkos¢ zwy-
rodnienia wlékien wzrokowych po zniszczeniu ich komorek macierzy-
stych, przebiegajgcego podobnie jak zwyrodnienie Wallera w odsiebnym
odcinku przecietego nerwu obwodowego, zalezy przede wszystkim od
wieku, w jakim nastgpilo uszkodzenie siatkéwki. U dorostych osobnikéw
proces rozpoczyna sie poézniej i ma znacznie wolniejszy przebieg niz w
okresie rozwoju plodowego czy we wczesnym okresie po urodzeniu. W
doswiadczeniach na $winkach morskich, ktérym wyluszczono jedna galke
oczng pomiedzy 39—55 dniem zycia plodowego, zwyrodnienie wiokien
nerwowych w nerwie wzrokowym i w pasmach wzrokowych obserwo-
wano jeden dzien po zabiegu, a 4 dnia wszystkie wlokna wykazywatly
cechy uszkodzenia (Hess 1958). Goldberg i wsp. (1983) po uszkodzeniu
aksonéw warstwy wlokien nerwowych siatkoéwki 8-dniowej myszy stwier-
dzili wsteczne zwyrodnienie wlékien pomiedzy 1—2 dniem po dokonaniu
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zabiegu, podczas gdy u dorostych osobnikéw nie obserwowano zmian
przed uplywem 1—2 tygodni. Wender i wsp. (1981) pierwsze zmiany
strukturalne w nerwie wzrokowym dorostego kroélika, ktéremu usunigto
jedng gatke oczng, obserwowali dopiero w 4 dniu po operacji i podkreslali
bardzo powolny przebieg procesu zwyrodnieniowego.

W naszym materiale u wszystkich krolikéw, u ktéorych maloocze
wspolistnialo z calkowitym zwyrodnieniem i przebudowa strukturalng
siatkowki, w nerwie wzrokowym uszkodzonej galki ocznej stwierdzono
praktycznie calkowity zanik aksonéw, poniewaz znajdowane pojedyncze
wlbkna wzrokowe wykazywaly roéwniez zaawansowane cechy zwyrod-
nienia. Mozna przypuszcza¢, ze widkna te pochodzily z lepiej zachowa-
nych bocznych czesci siatkéwki, w obrebie ktérej komorki zwojowe p6dz-
niej ulegly zwyrodnieniu, ale nie mozna tez wykluczy¢ innego pocho-
dzenia tych wildokien. Na podstawie badania morfologicznego nie mozna
ustalic w jakim okresie rozwoju pojawilo sie odwarstwienie siatkéwki,
a przede wszystkim jakie struktury zdgzyly osiggng¢ wldkna osiowe ko-
morek zwojowych. Ma to istotne znaczenie, przede wszystkim przy oce-
nie zredukowanych pasm wzrokowych, w obrebie ktérych nie stwier-
dzono istotnych zmian w obrazie komérkowym, w przeciwienstwie do
nerwu wzrokowego po stronie uszkodzenia z wybitnym zageszczeniem
jader glejowych. Nasuwalo to przypuszczenie, ze wldkna wzrokowe nie-
prawidlowej galki ocznej nie przekroczyly poziomu skrzyzowania wzro-
kowego. Z badan anatomicznych wiadomo, ze pasmo wzrokowe u krolika
w 90—95%0 jest utworzone przez wiékna skrzyzowane, a projekcja wio-
kien nieskrzyzowanych nie przekracza 5—10%0 widkien, przy czym licz-
ba nieskrzyzowanych wilokien jest wieksza u krolikéw pigmentowanych
niz u albinotycznych (Giolli, Guthrie 1969, Sanderson 1975). Z kolei ba-
dania doswiadczalne wykazaty, ze po jednostronnym usunieciu galki ocz-
nej wystepuje reorganizacja topograficzna wlékien wzrokowych zacho-
wanej siatkowki (Ng, Stone 1982). W okresie histogenezy nadprodukcja
neuron6w i wilokien nerwowych jest normalnym zjawiskiem (Jeffery,
Perry 1982, Lam i wsp. 1982, Young 1984). Istotng role w ustaleniu os-
tatecznej liczby neuronéw odgrywa eliminacja tych komoérek, ktére nie
uzyskaly polaczen synaptycznych (Young 1984). Sengelaub i Finlay (1981)
wykazali, ze jednostronne uszkodzenie siatkéwki bezpos$rednio po uro-
dzeniu hamuje redukcje neuronéw w siatkéwce drugiego oka. Z kolei
Shirokava i wsp. (1983) stwierdzili po jednostronnym usunieciu galki
ocznej u szczura w pierwszym dniu po urodzeniu reorganizacje struk-
turalng w obu pasmach wzrokowych w postaci zmniejszenia liczby wio6-
kien skrzyzowanych po stronie uszkodzenia i podobnego rzedu wzrost
liczby wiokien nieskrzyzowanych po przeciwnej stronie.

W badanym materiale nie mozna ustali¢ bez pomiaréw morfometrycz-
nych, jak ukladal sie w pasmach wzrokowych stosunek ilosciowy wio-
kien skrzyzowanych i nieskrzyzowanych u poszczegélnych krélikéw. Lund
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i Bunt (1976) wykazali, ze wlokna wzrokowe siatkéwki szczura osiagajg
poziom skrzyzowania pomiedzy 14—15 dniem zycia plodowego (ciaza
u szczura trwa 21 dni). Nie udalo sie nam znalez¢ w dostepnym pismien-
nictwie tego typu danych dla krolika. Nalezy przypuszczaé, ze sekwencje
czasowe w rozwoju drog wzrokowych u kroélika ukladajg sie podobnie
z przesunieciami proporcjonalnymi do dluzszego czasu trwania cigzy u te-
go zwierzecia (30—31 dni). Przy ocenie roznicy wielkosci obu pasm wzro-
kowych u naszych krolikow z odwarstwiong siatkowka, wydawalo sie,
ze ta réznica nie jest w pelmi adekwatna do nasilenia zmian w nerwie
wzrokowym. Mogla sie ona zmniejszy¢ lub ulec prawie calkowitemu
wyréwnaniu, jak to mialo miejsce u krolika z hipoplastycznym nerwem
wzrokowym, poprzez zwiekszenie projekcji nieskrzyzowanych wlékien
wzrokowych z siatkéwki drugiej gatki ocznej.

Zmiany w topograficznej organizacji wlokien siatkowki wykazano do-
Swiadczalnie rowniez w cialach kolankowatych bocznych i we wzgor-
kach gornych. U krolika do jader grzbietowych cial kolankowatych bocz-
nych, a zwlaszcza do wzgorkéw goérnych dochodzg w wiekszosci wibkna
skrzyzowane. Reprezentacja nieskrzyzowanych wiokien siatk6wki jest
bardzo mala i zajmuje okreslone obszary tych struktur (Giolli, Guthrie
1969). Chow i wsp. (1973) po usunieciu jednej galki ocznej noworodkom
kréliczym stwierdzili nieskrzyzowane widkna siatkowki w tych obszarach
wzgorkow goérnych, ktére sg normalnie unerwione wylgcznie przez wiok-
na skrzyzowane. Podobne obserwacje poczyniono u myszy (Godement
i wsp. 1980), u szczura (Land, Lund 1979; Jen, Lund 1981) i u chomikéw
(So, Schneider 1978), u ktérych roéwnoczesnie wykazano, ze nieprawid-
lowa projekcja wlokien jest tym wieksza im weze$niej po urodzeniu usu-
nieto galke oczng. Podobne zaburzenia w ukladzie wiékien So i wsp. (1984)
stwierdzili w jadrach grzbietowych cial kolankowatych bocznych u cho-
mikéw po usunieciu jednej galki ocznej we wezesnym okresie zycia. W
interpretacji tego zjawiska przyjmuje sie miedzy innymi mozliwos¢ za-
burzen w procesie segregacji wiokien, ktéore w poczatkowym okresie sg
przemieszane i zajmujg caly obszar jadra. W trakcie dalszego rozwoju
wlokna, ktére znajdujg sie w nieprawidlowym polozeniu ulegajg zwyrod-
nieniu, co w efekcie prowadzi do powstania takiej organizacji struktu-
ralnej, jaka charakteryzuje doroste osobniki danego gatunku (So i wsp.
1984). Przyjmuje sie réwniez mozliwo$¢ zmiany kierunku wzrostu ak-
sonéw lub wytworzenia dodatkowych polgczen (So, Schneider 1978).
Mozna przypuszcza¢, ze w podkorowych osrodkach wzroku u naszych
krolikow wystepuja podobne nieprawidlowosci. Zastosowane przez nas
metody wykluczajg jednak rozstrzygniecie tego problemu.

Jednostronny zanik jader grzbietowych cial kolankowatych bocznych
i wzgoérkéw gornych w polkuli moézgu przeciwleglej do uszkodzenia sta-
nowi klasyezny wykladnik zwyrodnienia transsynaptycznego i jest dob-
rze znany zaréwno w spontanicznej patologii ludzkiej, jak i z materiatu
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doswiadczalnego. Jest to szczegolna posta¢ zaniku, ktéry rozwija sie w
strukturach pozbawionych jedynego lub podstawowego zrodia impulsa-
cji synaptycznej. Mechanizm patogenetyczny zaniku transsynaptycznego
nie jest ostatecznie wyjasniony. Z badan doswiadczalnych wiadomo, ze
dynamika rozwoju i nasilenie zmian transsynaptycznych sg zréznicowa-
ne w zaleznosci od gatunku zwierzecia i struktury anatomicznej, a prze-
de wszystkim od wieku, w jakim nastgpilo uszkodzenie (Cowan 1970).
Przyczyny roéznic gatunkowych i topograficznych w rozwoju zwyrodnien
transsynaptycznych sa nieustalone. Wiadomo natomiast, ze uszkodzenia
wczesnego okresu zycia (przed- i po urodzeniu) powodujg znacznie bar-
dziej nasilone i wczesniej ujawniajgce sie zmiany transsynaptyczne (Co-
van 1970). Doswiadczalnie udowodnil to m.in. Guillery (1972) badajgc
ciala kolankowate boczne po jednostronnym wytluszczeniu galki ocznej
dorostym kotom i 7—9 dniowym noworodkom.

Proces zwyrodnienia transsynaptycznego znajduje dwa podstawowe
wykladniki morfologiczne: zanik komoérek nerwowych, ktory prowadzi
do obkurczenia komorki i zwyrodnienie neuronéw, prowadzgce do $mier-
ci komorki. To drugie zjawisko jest szczegélnie charakterystyczne dla
uszkodzen transsynaptycznych powstajgcych w okresie rozwoju. Chow
i Spear (1974) w 4 miesigce po usunieciu galki ocznej u noworodka kro-
lika wykazali zmniejszenie obszaru jgder grzbietowych cial kolankowa-
tych bocznych do okolo polowy normalnej wielkosci, a powierzchni prze-
kroju komérek nerwowych — do 26,6%. Drastyczne zmniejszenie po-
pulacji komérek nerwowych w strukturach odnerwionych w okresie ich
rozwoju i roéznicowania nie jest jednoznacznie interpretowane. Oprécz
zwyrodnienia, przyjmuje sie réwniez mozliwo§é zahamowania rozplemu
komoérek.

Redukcja wielkosci komoérek nerwowych w procesie zaniku trans-
synaptycznego w okresie rozwoju ma inny charakter niz u dorostych
osobnikéw. Cullen i Kaiserman-Abramof (1976) oraz Sugita i Otani (1983)
uwazajy, ze zmniejszenie wielkosci neuronéw w strukturach odnerwio-
nych wkroétce po urodzeniu nie jest wykladnikiem transsynaptycznego
zaniku, a wigze sie z zahamowaniem wzrostu i dojrzewania tych komo-
rek, ktoére dla osiggniecia pelej dojrzalosci muszg mieé¢ wyksztalcone
normalne polgczenia synaptyczne. Wezesny rozwoéj cial kolankowatych
bocznych u mutantéw myszy pozbawionych od urodzenia obu galek ocz-
nych, nerwéw i pasm wzrokowych przebiegal normalnie, pomimo braku
polaczen siatkowkowo-kolankowatych (Cullen, Kaiserman-Abramof 1976)
i dopiero w poézniejszym okresie ujawnilo sie zmniejszenie populacji ko-
moérkowej. Wymienieni autorzy prowadzgc réwnolegle badania na nor-
malnych myszach, u ktérych bezposrednio po urodzeniu usunieto galke
oczng, stwierdzili wiekszy ubytek neuronéw w jadrach grzbietowych cial
kolankowatych bocznych u zwierzat operowanych niz u.mutantéw, a wiec
wieksze nasilenie uszkodzen po odnerwieniu niz przy wrodzonym braku
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aferentnych wlokien. Wydaje sie, ze u naszych kroélikow z odwarstwiong
siatkowka ostateczny obraz zmian w podkorowych osrodkach wzroku zo-
stal uksztaltowany zaréwno przez zwyrodnienie neuronow tych struktur,
jak i zahamowanie ich rozwoju.

MOP®OJIOTMYECKUE M3MEHEHUS B 3PUTEJIBHOM CUCTEME BCJIEACTBUE
BPOXIEHHOI'O MUKPO®TAJIbLMA V JIABOPATOPHOI'O KPOJIMKA

Pe3ome

TIpeacTaBieHbl HEBPONATONOTHYECKME H3MEHEHHS B 3PUTE/IBHOM CHCTEME Y 5 KPOJIMKOB IPO-
ucxoaAmMx U3 craga pt (6pat u cectpa, 3 cnopaJuyeckue Ciyyasi) y KOTOpbIX B Bo3pacre 12— 14
JIHEW KOHCTATHPOBAHO ACHMMETPHIO T1a3HbiX 010K, Bo Beex cinyyasx MuUKpodTanbMa COmyTCTBO-
Balu 100aBOYHBIE AHOMAJIMM Pa3HBIX CTPYKTYp ria3Horo sbnoka. Kpomuku Obiiu B Bo3pacte 3
4 u 7 MecsueB YMEpIUBJISAHBI METOAOM 4pe3cepaeyHoit nepdy3uu pactsopoM dopmammua. s
Hccie0BaHus aBTopbl 6panu oba riasubie s6J10Ka BMeCTe CO 3pHTEIbHBIM HEPBOM H OJIOKH 4epe3
MOJiyliapusi TOJIOBHOTO MO3ra Ha BBICOTE 3PHUTEILHOTO TEPEKPecTa 3PUTEIBHBIX IMyTe# GOKOBBIX
KOJIGHYATBIX TEJl IIPETeTPAreHHbIX siAep M 3PHTEBHOM KOPbl a TaKKe CPEJHMI MO3r C BEPXHAM
yeTBepoxosivMueM. IMTapadgunnbie cpe3bl ObUTH KpalleHbl PYTHHHBIMH THCTOJIOTHYECKUMH METOIAMH.

B 01HOM Cily4ae KOHCTATHPOBAHO THIIONJIA3MI0 CETYATKH C COXPAHEHHOH HOPMAJIBHOM IMTO-
JIOTHYECKO! KAPTHHOM y OCTAJbHBIX 4 KPOJMKOB — OTCJIOHKY CETYATKH C €€ IOJHOM CTPYKTYPHOM
nepecTpoiikoii. B 3TUX CliyyasixX KOHCTATHPOBAHO B 3PUTENILHOM HEpBE IIOYTH ITOJIHYIO aTpoduio
HEPBHBIX BOJIOKOH. B JanbHEHIIMX OTpe3Kax 3PUTENIBHOrO IYTH NO MPOTHBONOJOXHON CTOpPOHE
[0 OTHOIICHHK K MHUKpPO(TaJbMy NPHUCYTCTBOBAJM BEPOATHO TOJBKO HECKPEIEHHbIE BOJIOKHA
NPOMCXOASAIIME M3 3HOPOBOM CETYATKM BTOPOro rias3a. Y KpOJHMKa C COXPAaHEHHOM CeTYaTKOM
3PUTENbHBIA HEPB OBl TOHBIIE 3aTO AAJbHEHIIHE OTPE3KH 3PHTEBHOrO MYTH NPOSBIAIMA 3HAYH-
TEeJbHO MEHBIIME Pa3HULIBl. B MOJKOPKOBBIX 3PUTENBHBIX LIEHTPAX 110 CTOPOHE NMPOTHBONOIOKHOMN
0 OTHOLIEHHIO K MUKpo(d)TajibMy aBTOPbI HaOGIIONAIM COKpAIUEHHE BETMYMHbI OTHENBbHBIX sIep
BCJIC/ICTBHE YMEHBIICHHs KOJMYECTBA HEPBHLIX BOJIOKOH M YMEHBINEHHS KOJMYECTBA M BEIMYMHBI
HeHPOHOB. DTH U3MEHEHHS 'anynaxoume C pa3HO! MHTEHCHBHOCTBIO B OTAEIbHBIX SIpax M B OT-
JIeNbHBIX CIIy4asiX MMEIOT XapakTep TpaHccHHamTuyeckoi arpodun. Cokpauienne BETHYAHBI HeM-
POHOB MOXeT ObITh BBLI3BAHO 3aTOPMOXKEHHEM MX PA3BUTHSI.

PATHOMORPHOLOGICAL CHANGES IN THE VISUAL SYSTEM OF THE
LABORATORY RABBIT WITH CONGENITAL UNILATERAL
MICROPHTHALMIA

Summary

The paper presents neuropathological characteristics of the visual system in 5
rabbits in which at the age of 10—12 days decrease of one eyeball was discovered.
In all cases globe abnormality was associated with additional abnormalities of
the other ocular structures. Rabbits were sacrificed by intracardiac formalin per-
fusion at the end of third, fourth and seventh month of age. In every case both
eyeballs, optic nerves and brain slices on the level of optic chiasm, optic tracts,
lateral geniculate nuclei, pretectal nuclei, superior colliculi and visual cortex
were taken for microscopic study. Paraffin-embedded sections were stained with
routine histological methods.

In one rabbit hypoplastic retina was of normal cytological appearance. Histo-
logical examination revealed in 4 microphthalmic eyes congenital detachment of
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the retina with complete dizorganization of the retinal architecture. In these cases
nerve fibres in the ipsilateral optic nerves were totally lacking and contralateral
optic tracts were markedly reduced posessing only ipsilateral optic nerve fibres.
In the rabbit with hypoplastic retina optic nerve was thinner, but contralateral
optic tract was only slightly reduced. Contralateral visual centres were reduced in
size due to the decreased amount of nerve fibres and to the decreased population
of nerve cells. The preserved neurons had diminished cell bodies. The abnormalities
varied in degree in individual visual structures and in particular cases according
to severity of retinal changes. The possible factors acting in the development of
morphological changes in the visual system in congenital microphthalmia are dis-
cussed.

PISMIENNICTWO

1. Chow K. L., Spear P. D.: Morphological and functional effects of visual de-
privation on the rabbit visual system. Exp. Neurol., 1974, 42, 429—447.

2. Chow K. L., Mathers L. H., Spear P. D.: Spreading of uncrossed retinal pro-
jection in superior colliculus of neonatally enucleated rabbits. J. comp. Neurol.,
1973, 151, 307—322.

3. Cowan W. M.: Anterograde and retrograde transneuronal degeneration in the
central and peripheral nervous system. W: Contemporary research methods
in neuroanatomy. Red.: W. J. H. Nauta, S. O. E. Ebbesson. Springer, Berlin-
-Heidelberg-New York 1970, 217—251.

4. Cullen M. J.,, Kaiserman-Abramof I. R.: Cytological organization of the dorsal
geniculate nuclei in mutant anophthalmic and postnatally enucleated mice.
J. Neurocytol., 1976, 5, 407—424. ;

5. Giolli R. A., Guthrie M. D.: The primary optic projections in the rabbit. An
experimental degeneration study. J. comp. Neurol., 1969, 136, 99—126.

6. Godement P., Saillour P., Imbert M.: The ipsilateral optic pathway to the
dorsal lateral geniculate nucleus and superior colliculus in mice with prenatal
or postnatal loss of one eye. J. comp. Neurol., 1980, 190, 611—626.

7. Goldberg S., Frank B., Krayanek S.: Axon end-bulb swelling and rapid retro-
grade degeneration after retinal lesions in young animals. Exp. Neurol, 1983,
79, 753—162.

8. Guillery R. W.: Quantitative studies of transneuronal atrophy in the dorsal
lateral geniculate nucleus of cats and kittens. J. comp. Neurol, 1972, 149,
423—438.

9. Hess A.: Optic centres and pathways after eye removal in fetal guinea pigs.
J. comp. Neurol., 1958, 109, 91—115.

10. Jeffery G., Perry H. V.: Evidence for ganglion cell death during development
of the ipsilateral projection in the rat. Develop. Brain Res., 1982, 2, 176—180.

11. Jen L. S., Lund R. D.: Experimentally induced enlargement of the uncrossed
pathway in rat. Brain Res., 1981, 211, 33—57.

12. Jub K. V. F., Kennedy P. C.: Pathology of domestic animals. Academic Press,
New York-London 1963, V. 2, 427—493.

13. Kircher Ch. H.: Pathology of the eye. W: Pathology of laboratory animals.
Red. K. Benirschke, F. M. Garner, T. C, Jones, Springer, Berlin-Heidelberg-
-New York 1978, V. 1, 640—662.

14. Kobayashi K., Otani K.: Morphogenesis of the hereditary microphthalmia in
a new strain of rat. J. Morphol., 1981, 167, 265—276,

15. Lam K. Sefton A. J., Bennet M. R.: Loss of axons from optic nerve of the
rat during early postnatal development. Develop. Brain Res., 1982, 3, 487—491.

10 — Neuropatologia Pol. 4/85

http://rcin.org.pl



600

16.
1%
18.
19.

20.

21.

22.

23.

24.

1. B. Zelman, J. Sawicki

Lund R. D.,, Bunt A. H.: Prenatal development of central optic pathways in
albino rats. J. comp. Neurol., 1976, 165, 247—264.

Ng A. Y. K, Stone J.: The optic nerve of the cat: appearance and loss of axons
during normal development. Develop. Brain Res., 1982, 5, 263—271.

Sanderson K. J.: Retinogeniculate projections in the rabbits of the albino al-
lelomorphic series. J. comp. Neurol,, 1975, 159, 15—28.

Sengelaub D. R., Finlay B. L.: Early removal of one eye reduces normally
occurring cell death in the remaining eye. Science, 1981, 213, 573—574.
Shirokawa T., Fukuda Y. Sugimoto T.: Bilateral reorganaization of the rat
optic tract following enucleation of one eye at birth. Exp. Brain Res., 1983, 51,
172—178.

So K. F., Schneider G. E.: Abnormal recrossing retinotectal projections after
early lesions in syrian hamster: age-related affects. Brain Res., 1978, 147,
277—295.

So K. F.,, Woo H. H,, Jen L. S.: The normal and abnormal postnatal develop-
ment of retinogeniculate projections in golden hamster: an anterograde hor-
seradish peroxidase study tracing. Develop. Brain Res. 1984, 12, 191—205.
Young P. W.: Cell death during differentiation of the retina in the mouse.
J. comp. Neurol., 1984, 229, 362—373.

Wender M., Kozik M., Adamczewska-Goncerzewicz Z., Goncerzewicz A.: Wal-
lerian degeneration of the optic nerve in light of histological and biochemical
studies. W: Experimental and clinical neuropathology. Red. K. Jellinger,
F. Gullota, M. Mossakowski, Springer, Berlin-Heidelberg-New York 1981, 36—39.

Adres autoréw: Osérodek Doswiadczalny Neurologii Porownawczej CMDIiK PAN,

ul. Warszawska 126, 05-300 Minsk Maz.

http://rcin.org.pl




Lech Iwanowski: Ultrastructure of brain capillaries in young rabbits treated
with ecyclophosphamide . .

Jozef Szczech, Antoni Godlewski: Effect of BCNU glven to pregnant female
rats on neurogha morphology and histochemistry in the progeny . .
Irmina B. Zelman, Jan Sawicki: Pathomorphological changes in the v1sual

system of laboratory rabbit with congenital unilateral microphthalmia .

COJZEPKATVE

ITasen M. I'poxoBwi: AIUTOTEHHBIA TPAHCHNMAHTAT HOEPADEPHYECKOTO HEPBA . . . . .
HOmmira Openagosa, Mukyssm Xasko, Anna @epuakosa, Japuna Kimoxosa Maptun Bona,
HO3ed Mapuiana: VabTpacTpykTypa TPaHYJIC3HOM BHYTPHIUIA3MATHYECKON CETOYKH
u Berpoenne '°C-ieiiuta B CHMHHOM3IOBbIE y3JIbl COOAKH B YIIEMHAR. Y IbTPACTPYKTYP=

Hble ¥ OMOXHMHYECKHE MCCIEeNOBaHUSA . . . . . . ey
Pounapy [Lmora: Bimsiane npocTaldKIMEA HA M3MEHEHUS ocnommx cbmnonormecxux na-
paMeTpoB B MOJHON HWIIEMHH TOJIOBHOIO MO3ra . . . . . T

Mupocnas SIn Moccaxoscku, Poman INamamcka: Bimsane nnnomeTauuua Ha umelvmqecxoe
nospexaeHue cexropa CA? aMMOHOBA pora y MOHIOJIBCKHX XOMSKOB . . . . .

ITaBen II. JImGepckm, Bemucnas IMamex, SInym AnbBacsk: YILTpacTpykTypa 60neaxm
Kpeitudensnra— SIkosa ¢ miacTuakaMu 1 ¢ (bnﬁpnmmp}{oﬁ Aerenepaumeit. I. Hesputu-
YECKHe IUTACTMHKH . SR g SO S S

ITasen II. JInGepckn, Suyur Anmsacmc Bemacnan TTanex: Ym;crpacrpyx'rypa cnyqaa 60-
sne3nn  Kpeindensara—SxoBa ¢ 1uractuHkaMd u  GuOpMIUIApHON Jerenepanueii.
II. ®ubpwuapasle u3MeHeHUsT 0OPA30BAHHBIC U3 [BOWHBIX TeMKATBHBIX (HIAMEHTOB

JIex MBanoscku, 3ohus Yexoscka, Mapex Cenbuak: AHAIN3 HEPBOMATONOTHIECKHX H3ME-
HEeHMH B [EHTPAJIBHOM HEPBHOH cucteme y 51 Jmia KOTOphle ObUIM JICYEHB! W YMEPIIn
0 NOBOJAY THMHEPIUIACTAYECKHX 3a007CBaHMII KPOBETBOPHOU CHCTEMBI

Bapbapa TaiikoBcka, Tepeca 3. Byrepa, Meuucnas CoMsK: YaALTpacTpykTypa Mnenm{a
B LEHTPAIbHON HEPBHOI CHCTEMe KPBIC Moc7e OTPABICHUsT aleTaToM KobanbTa

Jlex ViBanosckn: Briuanue nudrnodochamua Ha yIbTpacTpyKTypy KaNWUISAPOB FOJIOBHOTO
MO3ra MOJIOAOTO KponukKa . . . e B R T S T

FOsed Ilex, Auroru IomneBcku: BJ‘IHSIHHC KapMycrmxa BBOJIPIMOFO 6epe1verHmM CaM‘KaM
KpPbICBI Ha MOP(OJIOrHI0O M TUCTOXHMHIO HEMPOIIMM Y MOTOMCTBA o

HMpmuna 3ensman, Su Casuukn: Mopdonorayeckne n3MeHSHAs B 3pATEIHHOM cnc-reMe Bcne-
ACLBUE BPOKICHHOIO ONHOCTOPOHHErO0 MHUKPOATAIbMa Yy Hab0paTOpPHOro KpoJmKa

http://rcin.org.pl

557
565
585

455

465
475
493

507

521

531
545
557
565
585



NEUROPATOLOGIA POLSKA Cena zI 125,—

T. 28, Z. 4, 1985

SPIS TRESCI

Pawel M. Grochowicz: Allogeniczny przeszczep nerwu obwodowego .

Judita Orendiowa, Mikuld§ Chavko, Anna Feréakov4, Darina Kluchové
Martin Bona, Jozef Mars$ala: Ultrastruktura marmsteJ siateczki érédplaz-
matycznej i wbudowywanie 4C-leucyny w zwojach rdzeniowych psa
w niedokrwieniu .

Ryszard Pluta: Wplyw prostacyklmy na zxmany podstawowych parametréw
fizjologicznych w catkowitym niedokrwieniu mézgowia .

Mirostaw J. Mossakowski, Roman Gadamski: Wplyw mdometacyny na nie-
dokrwienne uszkodzenia sektora CA,; rogu Amona u chomikéw mongolskich

Pawel P. Liberski, Wielistaw Papierz, Janusz Alwasiak: Ultrastruktura przy-
padku choroby Creutzfeldta—Jakoba z plytkami i zwyrodnieniem wi6-
kienkowym. I. Plytki neurytyczne . .

Pawel P. Liberski, Janusz Alwasiak, Wlehslaw Paplerz Ultrastruktura przy-
padku choroby Creutzfeldta—-Jakoba z plytkami i zwyrodnieniem w16~
kienkowym. II. Zmiany wlokienkowe utworzone z podwdjnych helikal-
nych filamentéw . S R R L AR R R T St ey

Lech Iwanowski, Zofia Czechowska Marek Sielczak: Analiza zmian neuropa-
tologicznych w os$rodkowym ukladzie nerwowym u 51 os6b leczonych
i zmartych z powodu rozrostowych schorzef ukladu krwiotwoérczego .

Barbara Gajkowska, Teresa E. Bugera, Mieczyslaw Smialek: Ultrastruktura
mieliny w o§rodkowym ukladzie nerwowym szczura po zatruciu octanem

kobaltawym . % . R R . A et e e M o a  L A C
Lech Iwanowski: Wplyw cyklofosfamidu na ultrastrukture kapilaré6w moézgu
miodego krolika . . el et R SEARE < b oo VER R R Ty

J6zef Szczech, Antoni Godlewsk1 Wplyw BCNU podawanego cigezarnym sa-
micom szczura na morfologie i histochemie neurogleu u potomstwa . .
Irmina B. Zelman, Jan Sawicki: Zmiany morfologiczne w ukladzie wzroko-
wym kroélika laboratoryjnego w nastepstwie wrodzonego jednostronnego
o (o 0oy i SR e e S S B S P S I R S e T s - RIS

CONTENTS

Pawet M. Grochowicz: Perxpheral nerve allograft .

Judita Orendadova, Mikuldad Chavko, Anna Feréékové Darlna Kluchové
Martin Bona, Jozef Mar$ala: The fine structure of granular endoplasmlc
reticulum in neurons and 14C-leucine incorporation into proteins in spi-
nal ganglia of dog after ischemia . .

Ryszard Pluta: Influence of prostacyclin on the changes 1n ba51c physmlogmal
parametres in complete cerebral ischemia

Mirostaw J. Mossakowski, Roman Gadamski: Influence of mdomethacm on
ischemic alterations of the CA; sector of Ammon’s horn in mongolian
gerbils

Pawel P. Liberski, W1e11slaw Paplerz Janusz Alwasxak Bram fme structure
in Creutzfeldt——Jakob disease with plaques and tangles. I. Neuritic
plaques

Pawel P. Liberski, Janusz Alwas1ak W1ehslaw Paplerz Bram fme structure
in Creutzfeldt——Jakob disease w1th plaques and tangles. II. Neurofibrilla-
ry tangles composed of paired helical filaments .

Lech Iwanowski, Zofia Czechowska, Marek Sielczak: Analys1s of neuropatho-
logical changes in the central nervous system of 51 patients who died
from proliferative hematological diseases .

Barbara Gajkowska, Teresa E. Bugera, Mieczystaw Smlalek Ultrastructural
studies on myelin of the central nervous system following cobaltous ace-
tate - intoxieation”in the'tat . "9 o4 -5 =0 e S ek ot voe eenw

455

465
475
493

507

521

531

545
557
565

585

455

465

475

493

507

521

531

545

Index 36668



	SPIS TREŚCI



