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Zespo6l nabytej niewydolnosci immunologicznej znany jest ogélnie pod
angielskg nazwag AIDS (acquired immune deficiency syndrome), poniewaz
zostal po raz pierwszy opisany w Stanach Zjednoczonych Ameryki i na
Haiti na przelomie lat 1978/1979. Dotad w USA rozpoznano najwiecej
przypadkow tego ciezkiego schorzenia (Centers for Disease Control 1982;
Pape i wsp. 1983; Centers for Disease Control 47, 1984).

Istotg AIDS jest gwaltowny spadek odpornosci u poprzednio zdrowych
osob, wyrazajacy sie limfopenig i zaburzeniami w obrebie podgrup ko-
morek T, ktére najczesciej bywajg okreslane jako zmniejszenie liczby
komoérek pomocniczych w stosunku do komoérek supresyjnych (Valdiserri
1985). Dokladniej sprecyzowano ten defekt immunologiczny jako obnize-
nie liczby komorek T; przy nadczynnosci komoérek B. Obnizone sg tez

odczyny skérne na rézne antygeny oraz zwiekszony poziom immunoglo-

bulin IgG i IgA. Ponadto czesto obserwuje sie in vitro obnizong odpo-
wiedz limfocytow na mitogeny i antygeny, zmniejszong odpowiedz cy-
totoksyczng, zaburzong funkcje monocytéw oraz podwyzszony poziom
kompleksow immunologicznych w surowicy. Inne ewentualnie wspoétist-
niejgce nieprawidlowosci immunologiczne nie sg istotne dla rozpoznania
tego zespolu (Seligman i wsp. 1984).

Zesp6l nabytej niewydolnosci immunologicznej napotykano poczgtko-
wo jedynie wsrod okreslonych grup spoltecznych, ktére nazwano grupa-
mi wysokiego ryzyka. Byli to homoseksuali$ci, narkomani stosujacy do-
zylnie srodki narkotyzujgce oraz Haitanczycy. Dalsze obserwacje dopro-
wadzily do wykrycia AIDS u kobiet, partnerek seksualnych chorych
z tym zespolem, u osobnikéw obu plci w Srodowiskach heteroseksual-
nej prostytucji w Afryce, a w koncu wsréd ludzi, ktorzy otrzymywali
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134 M. Dambska i wsp.

przetoczenia krwi lub jej skladnikow (Harris i wsp. 1983; Perre i wsp.
1984). Szczegélnie zagrozonymi okazali sie chorzy na hemofilig, ktérzy
przyjmuja koncentraty czynnika VIII, otrzymywanego z surowicy po-
chodzacej od licznych krwiodawcow (Essex i wsp. 1984; Seligman i wsp.
1984). Dotychczas udowodniono przekazywanie zespolu AIDS przez kon-
takty seksualne, uzywanie zakazonych igiel do zastrzykéw oraz przez
przetoczenia krwi lub jej skladnikéw (Centers for Disease Control 47,
1984). Ostatnio pojawily sie przypadki AIDS u dzieci matek chorych
na te chorobe, a tylko u czesci z nich dokonywano przetoczen krwi lub
jej skladnikéw przed wystgpieniem objawoéw niewydolno$ci immunolo-
gicznej. Caloksztalt obrazu klinicznego wskazuje na przejscie czynnika
wywolujacego AIDS droga translozyskowa lub w okresie okoloporodo-
wym. Na poczatku schorzenia uderza u tych dzieci zahamowanie ogoél-
nego rozwoju, dalszy przebieg i objawy podobne sg do obserwowanych
u dorostych, jedynie limfopenia jest mniej czesta w zespole typowych
zaburzen immunologicznych (Cowan i wsp. 1984; Scott i wsp. 1984).
Badania nad epidemiologia AIDS doprowadzily do coraz powszech-
niejszego przekonania, ze jest to choroba wywolana zakazeniem, naj-
prawdopodobniej przez wirus (Ioachim 1984). W toku badan pierwszo-
planowym kandydatem do roli czynnika wywolawczego w AIDS okazal
sie wirus biataczki ludzkiej z komorek T-typ III (HTLV-III retrovi-
rus = human T-cell leukemia virus). Wirus ten zostal okreslony w In-
stytucie Pasteura jako LAV—IDAV (lymphadenopathy associated vi-
rus — immunodeficiency associated virus). Tenze wirus zostal wyhodo-
wany z limfocytéw, wezlow chlonnych, nasienia, $liny i lez os6b cho-
rych na AIDS oraz oséb nalezgcych do grup wysokiego ryzyka (Quinn
1985). Ostatnio wykryto jego obecno$¢ rowniez w moézgach kilku cho-
rych na AIDS, ktorzy wykazywali objawy zajecia ukladu nerwowego
przez proces chorobowy (Shaw i wsp. 1985). Przeciwciala przeciw wiru-
sowi HTLV-III wystepujg u ponad 90% chorych na AIDS i u mniej niz
1% ludzi zdrowych. Badania epidemiologiczne wskazujg jednak, ze za-
kazenie tym wirusem moze przebiega¢ bezobjawowo, a takze moze wy-
wola¢ przemijajagce zaburzenia immunologiczne lub przewlekla adeno-
patie. U cze$ci chorych z limfadenopatia (jak sie wydaje u 5—15%)
rozwijajg sie po pewnym czasie objawy nabytej niewydolnosci immu-
nologicznej (Quinn 1985). Mimo ze wszystkie wyniki badan przemawia-
ja za tym, ze retrowirus HTLV-III jest poszukiwanym czynnikiem etio-
logicznym, AIDS pozostaje schorzeniem, ktorego etiopatogeneza pozo-
staje nie znana. Skutecznego leczenia brak (Landesmann i wsp. 1985).
Do ostatecznego rozwigzania problemu brak spelnienia postulatow Ko-
cha; przesadziloby to o roli etiologicznej HTLV-III/LAV. Intensywne
badania zmierzajgce do uzyskania szczepionki, skutecznego leku prze-
ciwwirusowego oraz zwierzecego modelu choroby sg kontynuowane po-
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Neuropatologia AIDS 135

mimo niklych szans na spelienie tych postulatow (Merigan 1984). Ze-
spét zaburzen immunologicznych wywolany u malp przez retrowirus
bialaczki zwierzecej rézni sie znacznie od AIDS u ludzi (Ioachim 1984;
Seligman 1984).

Klinicznie AIDS powoduje u dotknietych nim chorych wysoka zapa-
dalnos¢ na roézne infekcje, ktore charakteryzuje ciezki przebieg, podczas
gdy wiele z nich u ludzi o prawidlowej odpornosci przebiega jako bez-
objawowe lub banalne zakazenia. Infekcje nastepuja kolejno jedne po
drugich, czesto wspolistnieje kilka réwnoczesnie i prowadza w ostatecz-
nym wyniku przewaznie do $mierci chorego (Vieira i wsp. 1983). Oprocz
infekcji w przebiegu tego zespolu wystepuja niektoére choroby nowotwo-
rowe. Nalezy do nich przede wszystkim miesak Kaposiego, ktory u cho-
rych na AIDS obejmuje zwykle liczne narzady, ale tylko u czesci z nich
staje sie bezposrednig przyczyng zgonu oraz chloniaki (Pape i wsp. 1983;
Guarda i wsp. 1984).

Znaczny procent chorych na AIDS cierpi na powiklania ze strony
ukladu nerwowego. Koppel i wsp. (1985) napotkali takie powiklania
u 28 sposréd 121 chorych na AIDS, a u dalszych 8 byly one podejrzane.
Snider i wsp. (1983) zbadali 50 pacjentéw, u ktorych wystapily kliniczne
objawy tego rodzaju powiklan. U wiekszosci z nich rozpoznano nastep-
stwa roznego typu zakazen, u kilku zmiany nowotworowe z grupy chlo-
niakéw. Ponadto napotkano kilka przypadkow powiklan naczyniopochod-
nych lub trudnych do zakwalifikowania objawéw ogniskowych, a takze
neuropatie obwodowsg. W innych osrodkach obserwowano zmiany, ktore
okreslano jako otepienne (Shaw i wsp. 1985).

Przeglad ten wskazuje, ze zakazenia oportunistyczne sa cechg cha-
rakterystyczng AIDS. Przyczyng powiklan neurologicznych w przebiegu
AIDS jest najczesciej rozszerzenie sie tych zakazen na oun. Wsrod nich
na pierwszy plan wysuwa sie zakazenie pierwotniakiem Toxoplasma Gondii.
Wydaje sig, ze chorzy na AIDS majg szczegélng sklonnosé do rozwija-
nia zapalenia moézgu spowodowanego tym pasozytem (Luft i wsp. 1984;
Farkash i wsp. 1985). Wystepujace w jego przebiegu objawy kliniczne,
takie jak zaburzenia $wiadomosci, drgawki, uszkodzenia nerwéw czasz-
kowych, nie sg charakterystyczne. Badania serologiczne wykazujg zwy-
kle podwyzszone miana przeciwcial (Farkash i wsp. 1985), ale w czesci
przypadkéw sa one niecharakterystyczne. Stosunkowo najczesciej odno-
towywano patognomonicznie dodatni wynik testu Sabina—Feldmana
(Luft i wsp. 1984). Szczegdlnie pomocnym w rozpoznawaniu toksoplaz-
mozy osrodkowego ukladu nerwowego w przebiegu AIDS okazalo sie
tomograficzne badanie komputerowe moézgu, ktére ujawnia w tych przy-
padkach pojedyncze lub mnogie, pierScieniowate lub okrgglawe, ogniska
(Post i wsp. 1983). Neuropatologicznie odpowiadajg one zwykle raczej
rozleglym ogniskom martwicy. Mikroskopowo wokél ognisk widoczny
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136 M. Dambska i wsp.

jest przerost astrogleju i liczne grudki mikrogleju rozsiane w osrodko-
wym ukladzie nerwowym. Odczyny te kontrastujg z niewielkimi okoto-
naczyniowymi i oponowymi naciekami limfocytarno-plazmatycznymi (ryc.
1). Wprawdzie w poszczegélnych przypadkach nasilenie naciekéow jest
zmienne, ale zasadniczo sg one skape, czesto minimalne (Luft i wsp.
1984; Dambska i wsp. 1986; Farkash i wsp. 1985).

Bye. 1. 'I:oksoplazmoza w przebiegu AIDS. Obrzeze ogniska martwicy z przero-
stem gleju i prawie zupelnym brakiem naciekéw okolonaczyniowych. H—E.
Pow. 16,5 X

Fig. 1. The border of focal necrosis in a case of toxoplasmosis in the course of
AIDS. Proliferation of glial cells and nearly total lack of perivascular infiltration.
H—E. X 16.5

Szczegoblnie czesto w przebiegu AIDS wystepuja zakazenia wirusowe,
zwlaszeza z grupy wiruséow opryszczki. Uogoélniong infekcje wirusem cy-
tomegalii (CMV) znaleziono w 100%0 w badanej grupie chorych na AIDS,
a wirusem Epsteina—Barra w 97% przypadkow tej grupy (Quinann i wsp.
1984). Wigze sie z tym wystepowanie, wprawdzie jak dotad niezbyt licz-
nych, zapalen moézgu spowodowanych przez CMV. W ich przebiegu ob-
serwuje sie sklonno$é do zmian martwiczych, podobng do spotykanej
w tym zespole u noworodkéw, ,,noworodkowa” jest rowniez okolokomo-
rowa lokalizacja zmian (ryc. 2 i 2a). Okolonaczyniowe nacieki zapalne sg
z reguly skagpe, podobnie do stwierdzanych w innych zakazeniach w prze-
biegu AIDS (Hawley i wsp. 1983; Dambska i wsp. 1986).

Poza tym nalezy odnotowaé¢ inne rzadko spotykane schorzenie —
postepujaca wieloogniskowsa leukoencefalopatie (PWL), w przebiegu kto-
rej stwierdza sie w mozgu obecno$¢ wirionéw wirusé6w z grupy papova.
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Ryc. 2. Cytomegalia w przebiegu AIDS. 2a. Okolokomorowe umiejscowienie ko-
moérek wiretowych, naczynie bez nacieku. H—E. Pow. 16,5 X. 2b. Komérka z wtre-
tem w wiekszym powiekszeniu. H—E. Pow. 40 X
Fig. 2. CMV infection. 2a. Periventricular localization of cells with inclusions.
Blood vessel without infiltration. H—E. X 16.5. 2b. Higher magnification of a cell
with inclusions. H—E. X 40

Zgodnie ze znang sklonnoscig do wystepowania PWL w przypadkach
z obnizong odporno$cia immunologiczng jest ona coraz czesciej spotyka-
nym zespolem w przebiegu AIDS (Berdi i wsp. 1983).

Omawiajgc zakazenia wirusowe osrodkowego ukladu nerwowego
u chorych na AIDS nalezy wspomnie¢ o czesto opisywanych rozsianych
w oun licznych grudkach mikroglejowych, ktérym nie towarzysza inne
morfologicznie uchwytne zmiany chorobowe w tkance nerwowej (ryc.
3). Przyczyna wystepowania tych grudek nie jest jasna, mozna mysleé
o odpowiedzi tkanki nerwowej na przygodne zakazenia najprawdopodob-
niej wirusowe, powstaje tez pytanie, czy nie s3 one wywolane przez za-
kazenie wirusem wywolujgcym schorzenie podstawowe?

Trzecig grupe infekcji, ktoérg nalezy wymieni¢, sg zakazenia grzy-
bicze osrodkowego ukladu nerwowego. Najczestszg i najlepiej udoku-
mentowang jest Cryptococcosis cerebro-meningealis (ryc. 4). Grzyb ten,
znany z powinowactwa do ukladu nerwowego, powoduje szczeg6lnie cze-
sto w przebiegu AIDS masywne zakazenia (Snider i wsp. 1983; Koppel
i wsp. 1985), znane jako bezodczynowe w przeciwienstwie do przypad-
kow o prawidlowej odpornosci, w ktorych zwykle rozwijaja sie w opo-
nach nacieki limfo-plazmocytarne.

Opisane typy zakazen w przebiegu nabytej niewydolnosci immuno-
logicznej nie wyczerpuja wszystkich mozliwych ich rodzajow, sg jednak
niewatpliwie najczesciej spotykanymi. Zdecydowanie rzadziej znajduje
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138 M. Dambska i wsp.

Ryc. 3. Grudka mikroglejowa w pniu mézgu. H—E. Pow. 16,5 X
Fig. 3. Microglial nodule in the brain stem. H—E. X 16.5

Ryc. 4. Kryptokokoza w przebiégu "AIDS. Okolonaczyniowe skupienia kryptoko-
kéw. H—E. Pow. 16,5 X

Fig. 4. Cryptococcosis cerebri in the course of AIDS. Perivascular accumulation
of fungi. H—E. X 16.5
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sie wzmianki o uogélnionych zakazeniach bakteryjnych, zwlaszcza przy
bakteriach Gram-dodatnich. W os$rodkowym ukladzie nerwowym opisa-
no dotychczas kilkanascie przypadkow zakazenia Mpycobacterium avium
intracellulare, cztery przypadki gruzlicy, po jednym Kkily, Nocardia
i Mycobacterium kansaii (Koppel i wsp. 1985). Nasuwa sie przypuszcze-
nie, ze zjawisko to moze by¢ zwigzane z udzialem granulocytéw obojet-
nochionnych, ktérych dysfunkcja w odpowiedzi obronne] organizmu nie
nalezy do zespolu AIDS.

Sktonnos$¢ chorych na AIDS do niektérych schorzen nowotworowych
w odniesieniu do ukladu nerwowego wyraza sie przede wszystkim wy-
stepowaniem w nim pojedynczych chloniakéw. Pierwotne chloniaki oun
sa schorzeniem rzadkim, natomiast zespoly zaburzen immunologicznych,
np. we wrodzonej niewydolnosci immunologicznej, u chorych z przeszcze-
pami nerek badZz po leczeniu choroby Hodgkina, a takze w AIDS zwiegk-
szaja ryzyko wystgpienia chloniakoéw. Wiekszos¢ chloniakéw spotykanych
w oun w przebiegu AIDS histopatologicznie odpowiada lymphoblastoma
(Case Records 1983). U chorych na AIDS cierpigcych na uogélnione
chloniaki réwniez czesto dochodzi do objecia ukladu nerwowego proce-
sem nowotworowym (Snider i wsp. 1983). Istniejg roéwniez doniesienia
o wystepowaniu w osrodkowym ukladzie nerwowym miesaka Kaposiego
oraz o dwoch przypadkach miesaka i szpiczaka mnogiego (Koppel i wsp.
1985).

Wsroéd neurologicznych powiklan w przebiegu AIDS stosunkowo cze-
sto sygnalizowano objawy okreslane jako otepienne, uwazane za wyraz
encefalopatii, do ktérej powstania maja by¢ podatni chorzy z tym zespo-
tem. Koppel i wsp. (1985) przypuszczaja, ze zakazenie wirusowe moze
by¢ przyczyng zmian okreslonych przez nich jako podostra encefalopatia.
Shaw i wsp. (1985) zbadali neuropatologicznie 15 chorych, ktérzy zmarli
z takim rozpoznaniem, nie znalezli jednak jakiego$s okreslonego, powta-
rzajacego sie typu zmian, ktére mozna by uczyni¢ odpowiedzialnymi za
objawy otepienne. W przebadanym materiale napotkali oni zaré6wno moz-
gi normalne, jak i wykazujgce cechy uogolnionego zaniku, niektére z to-
ksoplazmoza lub z zapaleniem moézgu wywolanym przez CMYV, inne za-
wieraly jako jedyna zmiane rozsiane grudki mikroglejowe. W mozgach,
ktoére opracowano neuropatologicznie, przeprowadzono réwniez poszuki-
wania prawdopodobnego czynnika wywolujgcego zespdél niewydolnosci
immunologicznej, czyli wirusa HTLV-III. Jego obecnosé ustalono na pod-
stawie wykrycia tzw. ,,proviral DNA” w pieciu przypadkach (Shaw i wsp.
1985). Stwierdzenie wirusa HTLV-III w zbadanych moézgach wydaje sie
interesujgce wobec wykrycia jego bliskiego morfologicznego i genetycz-
nego podobienstwa z wirusem Visna, nalezgcego do tzw. wiruséw powol-
nych i powodujgcego u owiec przewleklg chorobe oun charakteryzujaca
sie ogniskowymi naciekami i demielinizacjg (Gonda i wsp. 1985). Immu-
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nolodzy wysuwajg podejrzenie, ze wirus HTLV-III moze powodowa¢ bli-
zej jeszcze nie sprecyzowane zmiany w tkance nerwowej lezace u pod-
loza objawoéw otepiennych (Shaw i wsp. 1985). Sugestie te wymagaja
jednak dalszych dokladniejszych badan, zwlaszcza wobec wspomnianego
wyzej braku okres§lonych zmian morfologicznych u chorych na AIDS
z objawami demencji. Nie mozna rowniez poming¢ faktu, ze ciezkie scho-
rzenie, jakim jest AIDS, prowadzi pod koniec zycia do ogélnego, czesto
daleko posunietego wyniszczenia, ktére moze przyczyni¢ si¢ do obnize-
nia sprawnos$ci psychicznej chorych.

Ostatnio opublikowano przypadek AIDS (Goldstick i wsp. 1985),
w ktorym zaobserwowano nowy zesp6! neuropatologiczny, polegajacy
na zwyrodnieniu drég piramidowych i sznuréw tylnych w rdzeniu. Pa-
tomechanizm tych zmian w przebiegu AIDS nie jest jasny.

Powyzsza krotka charakterystyka zespolu nabytej niewydolnosci im-
munologicznej, w przebiegu ktérej czesto wystepuja rowniez ciezkie
zmiany w ukladzie nerwowym, ukazuje zagrozenie, jakie to schorzenie
ze sobg niesie. Coraz to nowe przypadki AIDS opisywane sg we wszy-
stkich czesciach $wiata. Do konca 1984 r. opisano w Europie 559 przy-
padkéw AIDS (Centers for Disease Control 2, 1985b), ponad 7000 przy-
padkéw w USA, ponad 500 w pozostalych krajach Ameryki, kilka ty-
siecy w Afryce (Quinn 1985). W USA, gdzie liczba przypadkéw jest
najwieksza, prowadzone sg szczegélnie intensywne badania nad AIDS.
Ustalono, ze inkubacja schorzenia trwa od 6 miesiecy do ponad 4 lat.
Na podstawie wykrycia w grupach duzego ryzyka znacznej liczby osob,
ktére majg przeciwciala przeciwko wirusowi HTLV-III, niektorzy epi-
demiolodzy spodziewajg sie, ze liczba przypadkéw AIDS w przeciggu
najblizszych 2 lat zwiekszy sie o dalszych 40 000 oséb (Quinn 1985).
Inni oceniajgc, ze co najmniej 400 000 obywateli USA wykazuje obec-
nos¢ HTLV-III, méwig o dziesigtkach tysiecy, ktore prawdopodobnie
zachorujg na AIDS (Landesman i wsp. 1985). Ostatnio obliczono, ze licz-
ba chorych podwaja sie w ciggu 10 miesiecy, wiec liczba przypadkow
pelqogbia\yoyve;go AIDS osiggnie w USA 65000 w czasie najblizszych
2 lat. Przebieg schorzenia jest, jak dofad, hiépomyéiny, 80% chorych
zmarlo w ciggu 2 lat od chwili jego rozpoznania (Quinn 1985).

Na obecnym etapie walki z AIDS wazne jest znalezienie bezobja-
wowych -nosicieli, ktérzy mogag szczegélnie przyczynia¢ sie do jej roz-
szerzania. Przede wszystkim duze znaczenie ma eliminacja tych osob-
nikow sposrod ewentualnych krwiodawcow, dlatego coraz powszechniej
stosuje sie u kandydatow na krwiodawcow oznaczanie przeciwcial prze-
ciw wirusowi HTLV-III.

Uderzajaco szybki postep badan nad tym wcigz jeszcze nowym
schorzeniem pozwala mie¢ nadzieje na uzyskanie wkrotce odpowiedzi
na istniejagce dotagd pytania i opanowanie szerzgcego sie zagrozenia.
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HEBPOITATOJIOTUA CUHIPOMA AIDS

Peslome

B paGote naercs 0630p cBeneHmi, KacarommMxcsi NPUpoasl cuuapoMa AIDS u HU3MEHCHHA,
BO3HMKAIOIIHX B Xozie O0JIE3HM B IEHTPAJIbHOM HEPBHOM CHCTEME.

Ocnabnense MMMYHHTETA BBI3bIBAET MPOHHKHOBEHME MHQEKUIMM TAKKE M B IEHTPAJIBHYIO
HEPBHYIO CHCTEMY, T[ieé 0COGEHHO YacTO BBICTYNAIOT TOKCOIUIa3MO3, KPHNTOKOKKO3 M BHPYCHBIE
uHQexmH, B 0COOEHHOCTH, BO30yKIaeMble BHPYCOM LMTOMETajiH. XapakTepHBIM IPH3HAKOM
9TAX mHeKumit B MOP(OIOrHYECKOM IUIaHE SIBISETCS HEMHOTOYHMCIEHHOCTH OKOJOCOCYIUCTHIX
uHOMILTPaTOB. KpOoMe BOCHAIMTENBHBIX TPOLECCOB, YaCThIM ocioxHenueM AIDS GwiBaioT He-
KOTOpLIE 3JI0KaYE€CTBEHHBbIE 3aboneBaHms. B HepBHOIl CHCTEME Yalle Bcero HaOMIONAIOTCS JTHM-~
($OMBI, nepBAYHBIE MM METACTATHYECKHE.

NEUROPATHOLOGY
OF ACQUIRED IMMUNE DEFICIENCY SYNDROME

Summary

The paper is a review of the present knowledge on the acquired immune de-
ficiency syndrome (AIDS) and on changes in the central nervous system develop-
ing in the course of AIDS. The decreased immunity predispose to infections which
affect also the nervous system. Among CNS infections the most common are
toxoplasmosis, cryptococcosis and viral infections, particularly due to cytomegalo-
virus. Morphologically striking finding in these infections is poor perivascular
inflammatory reaction. Besides, AIDS is often complicated by some neoplasms.
Primary or metastatic lymphomas develop most frequently in the nervous system.
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Ultrastructural studies of the rat substantia nigra initiated by Bak
in 1967 were continued by other investigators in various species, also
in the process of development (Rinvik, Grofova 1970; Gulley, Wood
1971; Hajdu et al. 1973; Tennyson et al. 1973; Schwyn, Fox 1974;
Phelps, Adinolfi 1982; Domesick et al. 1983). These studies have pro-
vided informative data on the cell and synaptic organization.

Substantia nigra (SN) representing a target structure in Parkinson’s
disease was also a subject of interest in tissue culture. The studies, per-
formed on organotypic and dissociated-type of SN culture were mainly
focused on dopaminergic properties of neurons, but not on their ultra-
structure (Coyle et al. 1973; Prochiantz et al. 1979; Hemmedinger et al.
1981; Whetsell et al. 1981; Berger et al. 1982; Mytilineou et al. 1983).

The aim of the present study was to describe ultrastructural cha-
racteristics of neurons and synaptic contacts in an organotypic culture
of rat substantia nigra which could serve as model for further investi-
gations.

MATERIAL AND METHODS

SN was dissected under sterile conditions from the rostral midbrain
of 16—17—day-old Wistar rat embryos, placed in a pool of culture
medium and cut into small pieces. Small slices (about 1—2 mm?) of SN
were placed on collagen-coated coverslips and kept at 36.5°C in
a Maximov chamber double coverslip assembly or in a Carrel flask.
The cultures were grown in a medium composed of 30% human serum,
60%0 Earle’s balanced salt solution, 10% chick embryo extract supple-
mented with 600 mg® glucose and 100 U/ml penicillin. The cultures
were fed twice weekly.

During the entire period of 21 days the cultures were observed in
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a light microscope. On the 7, 14, 21th day in vitro (DIV) the cultures
were processed for electron microscopy. Each culture was removed from
the Maximov chamber or Carrel flask, washed in balanced salt solu-
tion and placed in 1.5% glutaraldehyde in 0.2 M cacodylate buffer pH
7.2 at 4°C for 1/2 hour. Afterwards, the cultures were rinsed for 1 hour
with the same buffer and postfixed in 2% osmium tetroxide at 4°C
for one hour. Then, the cultures were detached from their coverslips
by means of a razor blade, dehydrated in graded alcohols and propyle-
ne oxide and embedded in Epon 812. Ultrathin sections were stained
with uranyl acetate and lead citrate and examined with a JEM 10B
electron microscope.

RESULTS

The cultures of the substantia nigra after 7 DIV consisted of a cell
population of immature or poorly differentiated neurons. Neurons with
slightly oval nucleus containing uniformly dispersed chromatin some-
times forming a darker, thin rim beneath the nuclear envelope could
be seen (Fig. 1). In the cell cytoplasm many free ribosomes were pre-

PR Ny | . e

Fig. 1. Immature neuron with oval nucleus (N), short channels of granular

endoplasmic reticulum (rER), large mitochondria (M) and single dense core ve-
sicles (arrows) in the cell cytoplasm. Seven DIV. X 4800

Ryc. 1. Nisko zrbznicowana komoérka nerwowa zawierajaca owalne jadro (N),

krétkie kanaly siateczki ziarnistej (rER), duze mitochondria (M) oraz pojedyncze

pecherzyki typu ,dense core” (strzalki) w cytoplazmie. Siedem DIV. Pow. 4800 X

Fig. 2. Glycogen particles in neuronal and glial cell processes (arrows). Se-
ven DIV. X 4800

Ryc. 2. Glikogen w wypustkach neuronalnych i glejowych (strzalki). Siedem
DIV. Pow. 4800 X
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Fig. 3. Neuron with round nucleus containing well developed Golgi appara-

tus (G), large mitochondria (M), short channels of granular endoplasmic reticu-

lum (eER), single dense core vesicles (long arrow) and short appendage of cellu-
lar cytoplasm (thick arrow). Seven DIV. X 4800

Ryc. 3. Komoérka nerwowa zawierajaca okragle jadro, dobrze rozbudowany

aparat Golgiego (G), duze mitochondria (M), krétkie kanaly siateczki ziarnistej

(rER), pojedyncze pecherzyki typu ,dense core” (dituga strzalka) oraz plytkie wy-
pustki blony komérkowej (gruba strzatka). Siedem DIV. Pow. 4800 X<

Fig. 4. Neuron with round nucleus (N) with distinct nucleolus (Nc), electron
lucent cell cytoplasm, longer channels of granular endoplasmic reticulum (rER)
and mitochondria (M). Seven DIV. X 6000

Ryc. 4. Komoérka nerwowa majaca okragle jadro (N) z duzym jaderkiem (Nc),
jasng cytoplazme, dluzsze kanaly siateczki ziarnistej (rER) i mitochondria (M).
Siedem DIV. Pow. 6000 >

sent. The cisternae of granular endoplasmic reticulum were sparse and
randomly distributed. Mitochondria were large, Golgi apparatus was
poorly developed. Many glycogen particles could be observed in the cell
processes (Fig. 2). Some of the neurons contained round, excentrically
located nuclei with flat infoldings of nuclear envelope and uniformly
dispersed nucleochromatin (Fig. 3). The organelles were often accumu-
lated in one pole of the cell body. Numerous polyribosomes filled the
cytoplasm, but cisternae of the endoplasmic reticulum covered by ri-
bosomes were scarce. Golgi apparatus in these cells consisted of flat-
tened sacs, vacuoles and vesicles situated close to the nucleus. Large
mitochondria accompanied the other organelles. Lysosomes were spora-
dically seen. Sometimes, in the cell cytoplasm single, large dense core
vesicles were encountered. Short spine-like projections of the cell cy-
toplasm could be observed in these neurons. Some of the neurons were
characterized by a lower density of cytoplasmic matrix, due to a smal-
ler quantity of polyribosomes. The cisternae of granular endoplasmic
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reticulum were somewhat longer, but still not numerous (Fig. 4). Golgi
apparatus was often confined to a few vacuoles and short cisternae.
Mitochondria were scanty, smaller, distributed uniformly around the
nucleus. Neurons often appeared in small clusters separated by astro-
glial processes. Among the neuronal processes, very rarely, immature
synaptic junctions could be observed. The axon terminals were filled
with varied quantities of round, rather small vesicles. Sometimes, in
the cell processes single, large, dense core vesicles were present. The
axons were unmyelinated. Dendrites contained many tightly packed
short arrays of microtubules, mitochondria, polyribosomes and vacuo-
les. Frequently, glycogen particles were present in the neuronal pro-
cesses. Growth cones, containing fibrillar matrix, single mitochondria,
vacuoles and glycogen particles were also seen. Some axon terminals
exhibited degeneration and contained many unusually large, round ve-
sicles in the dark matrix. :

In the 14 DIV cultures two essential types of neurons could be dif-
ferentiated. The cell bodies of the neurons were distinctly enlarged, the
cellular organelles were much more conspicuous. The first type of neu-
rons (Fig. 5) was characterized by an excentrically situated nucleus
possessing distinct infoldings of the nuclear envelope. The chromatin

o

Fig, 5. Neuron with well developed Golgi apparatus (G), parallel arrays of
cisternae of granular endoplasmic reticulum (rER), many mitochondria (M) and
single lysosomes (L). Fourteen DIV. X 4800

Rye. 5. Komérka nerwowa zawierajagca dobrze rozbudowany aparat Golgie-
go (G), rébwnolegle uklady kanaléw siateczki ziarnistej (rER), liczne mitochondria
(M) oraz pojedyncze lizosomy (L). Czternascie DIV. Pow. 4800 X
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Fig, 6. Neuron with few, long channels of granular endoplasmic reticulum
(rER), well developed Golgi apparatus (G), large vacuoles (v) and many mitochon-
dria (M). Fourteen DIV. X 4800

Ryc. 6. Komérka nerwowa zawierajgca nieliczne, diugie kanaly siateczki ziar-
nistej (rER), dobrze rozbudowany aparat Golgiego (G), duze wakuole (v) oraz mi-
tochondria (M). Czternascie DIV. Pow. 4800 X

was uniformly dispersed in the nucleus, the nucleolus was large. Golgi
apparatus was well developed forming few distinct groups of large
cisternae, short channels and vacuoles. Adjacent to it, many large and
small vesicles were seen. Some of them represented coated vesicles or
dense core vesicles. The granular endoplasmic reticulum was organized
in parallel arrays of long cisternae. Numerous polyribosomes, often in
rosettes, were distributed between the cisternae and scattered free in
the cell cytoplasm. The mitochondria, often accumulated in the region
of the cell soma rich in other organelles, were of various size, the
largest of them characterized by a light matrix and few cristae. Lyso-
somes were seen in greater number, frequently filled with granular
or electron dense material. Multivesicular bodies with light or dark ma-
trix were also present. Sporadically among the cisternae of granular
endoplasmic reticulum parallel rows of electron dense laminar material
were observed. Sometimes close to the cytoplasmic membrane axonal
endings filled with round small vesicles were seen, but no synaptic
contacts were noted.

The second type of neurons (Fig. 6) possessed also a nucleus ex-
centrically situated in the cell soma, containing invaginations of the
nuclear envelope. Golgi apparatus was well developed comprising many
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large and small vesicles, vacuoles, coated and dense core vesicles. So-
metimes very large, distended cisternae of Golgi complex were seen.
The granular endoplasmic reticulum was confined to randomly distri-
buted channels, very rarely forming few parallel rows. Polyribosomes
were not so numerous as in the first type of neurons. The cytoplasm
had many electron lucent areas devoid of organelles.

Among the neuronal population, the second type of neurons was
more often encountered in the cultures. Besides these two types of
neurons, few smaller cells resembling the second type were also ob-
served. In those cells the Golgi apparatus was poorly developed and
the other cytoplasmic organelles appeared in smaller quantity. Glial
cells could be often seen in perineuronal position. The neuronal pro-
cesses in the 14 DIV cultures were numerous and well organized. Mye-
lin sheath formation around the axons was rarely encountered. Den-
drites contained along their shafts many parallelly arranged microtu-
bules, single vacuoles, ribosomes, mitochondria and few glycogen par-
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Fig. 7. Fragment of dendrite with many microtubules (mt), mitochondria (M),
and glycogen particles (arrows). Large vacuoles (v) in distal part of dendrite (dpd).
Axon terminal with few scattered vesicles and synaptic contact on the dendritic
surface (long arrow). Fourteen DIV. X 9000
Ryc. 7. Fragment wypustki dendrytycznej zawierajgcej liczne mikrotubule
(mt), mitochondria (M) oraz ziarna glikogenu (strzalki). W czesci koncowej den-
drytu (dpd) duze wakuole (v). Zakonczenie aksonalne zawierajace nieliczne peche-
rzyki synaptyczne, widoczne polgczenie synaptyczne na powierzchni dendrytu (dlu-
ga strzatka). Czternascie DIV. Pow. 9000 X
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Fig. 8. Fragment of neuronal cytoplasm with abundant channels of granular
endoplasmic reticulum (rER), mitochondria (M) and lysosome (L). First type of
neurons. Twenty one DIV. X 6000

Ryf_:. 8. Fragment cytoplazmy neuronu z licznymi kanalami siateczki ziarni-
stej (rER), mitochondriami (M) i lizosomem (L). Neuron typu I. Dwadzieécia jeden
DIV. Pow. 6000 X

Fig. 9. Fragment of cytoplasm of II type of neurons with few channels of
granular endoplasmic reticulum, one of them being in continuity with the nu-
clear envelope (arrow). Twenty one DIV. X 6000

R}/c. 9. Fragment cytoplazmy neuronu typu II zawierajacego nieliczne kanaly
siateczki ziarnistej, z ktérych jeden stanowi przediuzenie otoczki jgdrowej (strzai-
ka). Dwadziescia jeden DIV. Pow. 6000 X

Fig. 10. Filamentous, electron dense inclusion in the neuronal cytoplasm (ar-
row). Twenty one DIV. X 12000

Ryc. 10. Elektronowo gesty, wlokienkowy wtret cytoplazmatyczny w komorce
nerwowej (strzaltka). Dwadzie$cia jeden DIV. Pow. 12000 X

ticles (Fig. 7). Dendritic distal swellings filled with filamentous mate-
rial, vacuoles, mitochondria, glycogen particles were present. Some
dendritic endings had thin filopodial or spine-like processes. On dendri-
tic surfaces synaptic profiles, more numerous than in 7 DIV cultures
were observed. Very rarely axo-somatic synapses contacted the mem-
brane of the second type of neurons.

In the 21 DIV cultures, the neurons revealed the same characteri-
stic as in 14 DIV cultures, however, a somewhat greater number of
organelles and distinct enlargement of the cell bodies could be seen.
The cisternae of granular endoplasmic reticulum formed prominent ag-
gregations in the first type of neurons (Fig. 8), confined to only a few
parallel arrays of cisternae in the second type of neurons (Fig. 9). The
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cisternae of granular endoplasmic reticulum were sometimes in con-
tinuity with the nuclear envelope. In many neurons of both types,
round, electron dense filamentous inclusions without limiting membra-
ne, often with excavated centre could be observed (Fig. 10). They were
sometimes, but not invariably, connected with granular endoplasmic
reticulum and corresponded to what is called nematosomes (Le Beux
1972). From the abundant channels of Golgi apparatus frequently a pro-
cess of vesicles formation could be traced (Fig. 11).

A notable difference consisted also in the better organization of the
neuropil containing numerous, mature synaptic contacts of various ty-
pes in the 21 DIV cultures. Among the synaptic junctions, the most
commonly observed type in all cultures was an symmetrical, axo-den-
dritic synapse (Fig. 12). The presynaptic ending contained rather den-
sely packed small round vesicles. Sometimes single large dense core
vesicles were seen among them too, as well as single mitochondria. The
synaptic cleft was wide. The presynaptic membrane revealed promi-
nent thickening. These endings contacted usually small or preterminal
dendrites (Fig. 13). Other types of synapses appeared in the cultures
very rarely. Among them, an asymmetrical, axo-dendritic synapse could
be seen containing in the presynaptic bouton round, but larger than

2

Fig. 11. Fragment of Golgi apparatus with process of vesicle formation. Some
coated vesicles (arrows) and large dense core vesicles (long arrow) can be seen.
Twenty one DIV. X 24000

Ryc. 11. Fragment aparatu Golgiego z odszczepiajacymi sie pecherzykami. Wi-
doczne pecherzyki oplaszczone (strzalki) oraz pecherzyki typu ,dense core” (diuga
strzatka). Dwadziescia jeden DIV. Pow. 24000 X
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Fig. 12. An asymmetrical axo-dendritic synapse. Small, round vesicles in the
presynaptic bouton (Ax). Wide synaptic cleft. Prominent thickening of the post-
synaptic membrane belonging to a dendrite (D). Twenty one DIV. X 30000

Ryc. 12. Asymetryczna synapsa akso-dendrytyczna. W zakohczeniu przedsy-

naptycznym widoczne mate, okragle pecherzyki (Ax). Szeroka szczelina synaptycz-

na, wyrazne zageszczenie blony postsynaptycznej nalezacej do wypustki dendry-
tycznej (D). Dwadzie$cia jeden DIV. Pow. 30000 X

Fig. 13. Two axon terminals filled with small round vesicles (Ax). An asym-
metrical, axo-dendritic synaptic junction (arrow). Twenty one DIV. X 6000

Ryc. 13. Dwa zakonczenia aksonalne wypelnione matymi, okraglymi pecherzy-
kami (Ax). Widoczna asymetryczna synapsa aksonalno-dendrytyczna (strzalka).
Dwadzie$cia jeden. DIV. Pow. 6000 X

in the previously described type, synaptic vesicles (Fig. 14). Some di-
stal swellings of neuronal processes containing few scattered, round,
small vesicles and a long thin, spine-like appendage appeared to con-
tact with the adjacent-lying axon terminals (Fig. 14). Nevertheless, no
synaptic specialization of the membranes could be observed.

Another type of synaptic junction was characterized by a relatively
large, electron lucent axon terminal containing a uniformly distributed,
small quantity of clear, round vesicles, sometimes clustered near the
presynaptic membrane (Fig. 15). The postsynaptic membrane was only
slightly thickened. Rarely, axon terminals with many large, dense core
vesicles intermingled with small and large round, clear vesicles (Fig. 16)
were seen. The postsynaptic membrane belonged to the preterminal part
of the dendrite. In the terminal part of dendrites devoid of microtubules
and endoplasmic reticulum clusters of small round and few large dense
core vesicles were observed although no synaptic junctions could be
traced. Axo-somatic synapses were extremely seldom seen, being of
symmetrical type. There were no mature, definite axo-axonic synapses,
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Fig. 14. Axon terminal containing round, large clear vesicles (Ax) contacting

a small dendrite (D) (arrow). Neuronal process with thin, spine-like projection

(sp) containing clusters of small vesicles near the cytoplasmic membrane (long
arrow). Twenty one DIV. X 6000

Ryc. 14. Zakonczenie aksonalne zawierajgce okragle, duze jasne pecherzyki (Ax)

tworzgce synapse z malym dendrytem (D) (strzalka). Wypustka neuronalna z wa-

ska, kolczysta wypustkg (sp) ze zgrupowaniem matlych pecherzykéw przy blonie
komoérkowej (dluga strzatka). Dwadziescia jeden DIV. Pow. 6000 X

Fig. 15. Electron lucent axon terminal filled with few round vesicles (Ax)
contacting a small dendrite (D) (arrow). Twenty one DIV. X 9000
Ryc. 15. Elektronowo jasne zakonhczenie aksonalne zawierajgce nieliczne okrag-
le pecherzyki (Ax) tworzgce synapse na malym dendrycie (D) (strzatka). Dwa-
dzieScia jeden DIV. Pow. 9000 X
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however, in many regions a close apposition of axonal terminals filled
with synaptic vesicles could be seen. Some axonal endings exhibited
alterations, being filled with unusually distended clear vesicles. The
glial cells were not numerous, often appearing in perineuronal position.

DISCUSSION

The neurons of rat SN appear early in ontogeny, between the 14—
16th day of gestation and at the same time they begin to synthesize
dopamine and send terminals to the neostriatum (Lauder, Bloom 1974;
Specht et al. 1981). The adult pattern of innervation in the neostriatum
is reached after 3—4 weeks of life. Studies performed in vivo revealed,
that the neurons of SN during the development period gradually acqui-
re the ultrastructural characteristics typical for mature cells, increds-
ing their cytoplasmic volume, dendritic and axonal arborization and
synaptic organization (Tennyson et al. 1973; Tennyson 1976; Phelps,
Adinolfi 1982). Our study in tissue culture gave an insight into the pat-
tern of development of SN in in vitro conditions, when the neurons of
this particular structure are devoid of any influences of structures in
vivo functionally connected with them. Although, in 14 and 21 DIV
examined cultures, the ultrastructural features of neurons were similar
to those observed in wivo, some morphological characteristics of neu-
rons in 7 DIV cultures differed from the in vivo observations. These
neurons exhibited many features of immaturity such as a great number
of ribosomes and a paucity of cytoplasmic organelles. This might be
caused by a specific condition of tissue culture, due to axotomy and
loss of physiological interactions with their target neurons. However,
these neurons, even at this stage of development, possessed dopaminer-
gic properties as they were positive for catecholamine histofluorescence
(Whetsell et al. 1981; Kida et al. 1982) Moreover, the presence of neu-
ron-specific target cells is not, as suggested by Hemmedinger et al.
(1981) and Coyle et al. (1973), necessary for formation of a normal
pattern of neuronal processes in vitro. This has been proven in disso-
ciated primary culture of mesencephalic dopaminergic neurons by Ber-
ger et al. (1982). Evidence of this was also supplied in our investiga-

Fig. 16. Axon terminal with many large dense core vesicles intermingled with

clear vesicles (long arrow). Dendritic terminal (D) with small round and single

large dense core vesicles in the distal part (thick arrow) and a long filopodial
process (short arrows). Twenty one DIV. X 6000

Ryc. 16. Zakonczenie aksonalne z pecherzykami typu ,dense core” i jasnymi

(dluga strzalka). Zakonczenie dendrytyczne (D) zawierajace matle, okragle i poje-

dyncze typu ,dense core” pecherzyki w cze$ci koncowej (gruba strzalka) oraz diu-

ga wypustke w czesci przedkoncowej (krotkie strzalki). Dwadzie$cia jeden DIV.
Pow. 6000 X
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tion, since the neurons of SN after the initial stages of immaturity
rapidly reached the ultrastructural features described in the develop-
ment of SN neurons in the in vivo studies.

Earlier report on the ultrastructural properties of rat SN revealed
the presence of 3 types of neurons: of large, medium and small size
(Gulley, Wood 1971). The medium sized neurons were supposed to be
dopaminergic in nature (Sotelo, Riche 1975). Domesick et al. (1983) in-
troduced a new classification, proposing to distinguish two main types
of neurons in the SN, based on the amount and pattern of organization
of granular endoplasmic reticulum, and not on the size or shape of the
cell body. Those neurons, with prominent and organized into a Nissl
body cisternae of granular endoplasmic reticulum, called “dark neu-
rons”, owing to the great amount of ribosomes, possessed dopaminergic
properties. Our observations seem to be in accordance with his study,
because we could also distinguish similar types of neurons in the tissue
culture at the electron microscopic level. However, the problem of cell
typing of the SN neurons might be even more complex as mentioned
also by Domesick et al. (1983), and probably other subtypes of SN neu-
rons exist, as suggested by the results of immnohistochemical and bio-
chemical studies (Agnati et al. 1980; Hokfelt et al. 1980). The third type
of neurons rarely encountered in culture, might reflect either a more
immature stage of a neuron or an interneuron.

The synaptic organization of the SN examined in vivo is not entire-
ly clarified. Different types of synaptic junctions were distinguished in
previously performed studies on various species (Bak 1967; Gulley,
Smithberg 1971; Hajdu et al. 1973; Wilson et al. 1977; Phelps, Adinolfi
1982). Although the origin of many axonal endings in the SN is still
obscure, it seems proven, that symmetrical axo-dendritic synapses, con-
taining in the presynaptic bouton large, pleomorphic vesicles, represent
the terminals from the neostriatum (Pinvik, Grofova 1970; Hajdu et
al. 1973). This type of synaptic junction was not present in our mate-
rial. Also type II of synapses according to Hajdu et al. (1973), contain-
ing in the presynaptic bouton flattened vesicles was not seen in our
culture of SN. The most commonly observed type of synaptic profiles
present in our material, as well as in the study performed in tissue cul-
ture by West (1982) was an asymmetrical, axo-dendritic synapse with
presynaptic ending filled with small, round; clear vesicles, correspond-
ing to type III of synapses of Hajdu et al. (1973). This junction probably
originates from axon terminals of large SN neurons. Synapses similar
to type IV, V and VI of Hajdu et al. (1973) could also be encountered,
however, extremely rarely in our material. West (1982) who could not
find the type VI of synapses according to Hajdu et al. (1973) suggested
that this synaptic junction was of extrinsic character, originating pro-
bably from serotoninergic neurons. However, in our cultures also this
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type of synaptic contacts, containing in the axon terminal many large
dense core vesicles was also observed. This finding may contribute to
the supposition of the intrinsic character of that synapse. Another type
of synaptic profiles observed in vivo, not encountered in our material
was a dendro-dendritic synapse (Hajdu et al. 1973; Phelps, Adinolfi
1982). Wilson et al. (1977) disclosed that the presynaptic dendrite in
this synaptic contact was dopaminergic in nature, as it was labelled
with 5-OH dopamine. In our cultures, some dendritic terminals con-
tained numerous small, round vesicles and few large, dense core vesi-
cles, but no synaptic specialization of the membranes could be found.
Neither did we observe the “en passant” synapses and mature axo-axo-
nal synapses. The latter type might be formed in the later stages of
SN development, as it was more frequently seen in older animals
(Phelps, Adinolfi 1982). The presence in the tissue culture of substan-
tia nigra of different types of synaptic junctions reflects undoubtedly
the existence of very complex interactions and influences between par-
ticular neurons of this structure.

Glial cells were not numerous in the cultures, appearing mainly in
perineuronal position. The glial processes, especially in the younger
cultures, ensheathed the neurons and their processes, but they were
not so commonly observed as in in vivo studies. Glycogen particles were
very often seen in the neuronal bodies and their processes, a feature
similar to the observation in vivo. The particles gradually became less
conspicuous in later stages of growth in wvitro.

We can conclude, that the development and maturation of SN in
the organotypic culture disclosed some differences as compared with
in vivo studies. The organotypic culture of SN retained, however, the
main features typical for this structure in vivo.

OBRAZ ULTRASTRUKTURALNY ISTOTY CZARNEJ SZCZURA
W ORGANOTYPOWEJ HODOWLI TKANKOWEJ

Streszczenie

Celem pracy byla ocena obrazu ultrastrukturalnego istoty czarnej uzyskanej
od 16—17 dniowych plodéw szczura rasy Wistar, w warunkach organotypowej
hodowli tkankowej. Po poczatkowym okresie wzrostu in wvitro, cechujacym sie
wystepowaniem wielu niedojrzalych i nisko zrdznicowanych komérek nerwowych,
wyrézniono dwa gléwne typy neurocytéw istoty czarnej réznigcych sie przede
wszystkim iloScig oraz organizacja kanaléw ziarnistej siateczki $rédplazmatycznej.
Jednocze$nie z procesem réznicowania i dojrzewania komoérek nerwowych obser-
wowano proces tworzenia sie polgczen synaptycznych. Najcze$ciej spotykanym ty-
pem synapsy byla asymetryczna synapsa aksonalno-dendrytyczna zawierajgca w za-
konczeniu przedsynaptycznym mate, okrggle pecherzyki synaptyczne. Inne typy
polgczen synaptycznych wystepowaly bardzo rzadko.
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BJIEKTPOHHO-MUKPOCKOITMYECKASL KAPTUHA YEPHOI'O BENIECTBA KPBICEHI
B OPTAHOTUITUYECKOW KVJIBTYPE TKAHU

Pe3ome

B paboTre naercs OLEHKA 3IEKTPOHHO-MHKPOCKONHAYECKON KaPTHHBI YEPHOTO BEIECTBA, IO-
JNIy4eHHOr0 OT 16— 18-mHEBHBIX SMOPHOHOB KPBIC pachkl YHCTap B YCJIOBHSX OPraHOTHIAYECKOM
KyabTypsl TKaHH. ITOCNe HAYaJIbHOrO 3Tama pOCTa in Vvitro, XapaxkTepH3YIOMErocs MOSBICHHEM
MHOTOYHCIICHHBIX HEJOPAa3BHTHIX W C1abo maddepeHIHpOBaHHbIX HEPBHBIX KJIETOK, BBIACIHIHCH
JiBa OCHOBHBIX THIIA HEPBHBIX KJIETOK YEPHOTO BELIECTBA, OTIHYAIOLIAXCS IPEXK/AEe BCETO KOJIAYECT~
BOM H OpraHM3alMeil KaHAJbLEB 3€PHHECTON 3HJOIUIa3MaTHYeCcKo# ceTkd. Hapsny ¢ mpomeccoM
mabdepeHEanuE W CO3pEeBAHMS HEPBHBIX KJIETOK, HAOIIOZANCA OPOIECC CO3JAHHS CHHAICOB.
Yamre Bcero BHICTYNAeT aCAMMETPHYHBIM AKCOHOACHIADHTHBIA CHHANC, B IPECHHANTAYECKOM
OKOHYaHAHM KOTOPOI'0 HMEIOTCS MEJIKHE KPYTible CHHAIPAYCCKHE My3bIpbKH. JIpyrue BHIBI CAHAN-
THYECKHX COCJUHEHHH HaOIIONAACh OYEHb DEIKO.
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Substantia nigra is a target structure in the central nervous system
undergoing severe morphological changes in Parkinson’s disease (PD).
Although recently the mechanism of this disease became clearer after
the experiments with N-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine
(MPTP), a selective neurotoxin for substantia nigra neurons (Renka-
wek 1985), the pathogenicity of this disease is still unknown. Both
exogeneous and endogenous factors are postulated (Cohen 1983; Calne,
Langston 1983). The aim of our study was to examine rat substantia
nigra in organotypic culture treated with serum from Parkinson’s di-
sease patients for 7 days.

Substantia nigra exhibited severe neuronal changes suggesting the
presence of a damaging factor(s) in the patients’ serum.

MATERIAL AND METHODS

The exact method of organotypic culture of substantia nigra was
described in the previous paper (Kida 1986). The pieces of midbrain
with the area of substantia nigra were taken from 16—17-day-old Wi-
star rat embryos and kept in a Carrel flask or a Maximov double-co-
verslip assembly. For the first four days, the cultures were grown in
standard medium containing serum from healthy individuals. At the
age of 4 days in vitro (DIV) the cultures were exposed to the experi-
mental medium consisting of 30% PD patients serum, 70% Earle’s ba-
lanced salt solution, supplemented with 600 mg®o glucose and 100 U/ml
penicillin. The sera from patients were stored at —20°C. After the next
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3 days, the medium was renewed with the same amount of serum from
the same PD patient. The cultures remained in the experimental me-
dium for a total period of 7 days, and thereafter they were fixed for
electron microscopy examination according to the method described else-
where (Kida, Renkawek 1985). Control cultures consisted of equal-aged
cultures growing in standard conditions. Sister cultures from particular
experimental and control groups were processed for fluorescence histo-
chemistry of catecholamine (Victorov et al. 1985). Control and experi-
mental cultures were fixed and incubated in a mixture of glyoxylic
acid and paraformaldehyde in salt solution.

Sera from seven patients, exactly neurologically examined and clas-
sified as a typical clinical picture of Parkinson’s disease according to the
commonly accepted signs and symptoms (Selby 1968) were used in the
experiments.

RESULTS

Under the light microscope the first cells outgrowing from the ex-
plants were observed 24 h after explantation. Most of the cells were of
glial type, but also some neurons were seen at the edge of the explants.
On the following days the explants became flattened and were surround-
ed by abundant glial cells and neuronal nad glial processes. After 3 days
of PD patients serum treatment, distinct degenerative changes of so-
me glial cells were seen. At this time, the control cultures, growing in
a medium with serum from healthy individuals were unchanged. After
7 days in experimental medium these degenerative changes became
more advanced. In the glial cells a disruption of cell processes and
fragmentation of cell bodies could be seen. Some of the neuronal pro-
cesses were also damaged. In some cultures, neuronal and glial pro-
cesses in the outgrowing zone were only sporadically seen. The ex-
plants in these cultures were not so severely destroyed as the cells
in the outgrowth zone.

Under the electron microscope, in the cultures treated with PD pa-
tients serum for 7 days, both glial cells and neurons showed intensive
degenerative changes of the cell organelles. In the neuronal cytoplasm
most susceptible were mitochondria. In some cells mitochondria with
granular matrix were observed. The cristae often were not visible. In
the cells dilated channels of smooth endoplasmic reticulum and nume-
rous microtubules were observed. Another change, typical for cultures
treated with experimental serum was accumulation of membrane-bound
lipid bodies, sometimes of enormous size. Accumulation of numerous
residual bodies was also seen (Fig. 1). Ribosomes were very seldom en-
countered, and only in a dispersed form. In a certain number of cells,
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Fig. 1. Neuron with large, membrane-bound lipid body (lb), lysosomes and
many residual bodies (rb) in the cytoplasm. Four DIV, 7 days in experimental
medium. X 4800

Ryc. 1. Komoérka nerwowa zawierajagca duza obloniong kule tiluszczu (Ib), li-
zosomy oraz liczne ciala resztkowe (rb) w cytoplazmie. Hodowla czterodniowa,
7 dni w medium dos$wiadczalnym. Pow. 4800 X

edematous and degenerative changes were pronounced, whereas other
cells showed only moderate alterations expressed by mitochondrial ab-
normalities and lipid accumulation. In cells undergoing severe degene-
ration the hyaloplasm of low electron density was deprived of most
of the organelles. Nevertheless, the microtubules and filaments were
well preserved, but mitochondria showed a different picture of dama-
ge or destruction. The cytoplasm of these cells contained lipid bodies
and very few dispersed ribosomes. Several neurons exhibited more
advanced degenerative changes. In these cells chromatin was randomly
distributed in the nucleus, the cytoplasm was devoid of organelles, or
contained altered mitochondria, lipid bodies, a few dilated granular en-
doplasmic reticulum channels and dispersed ribosomes (Fig. 2). The neu-
ropil showed severe degenerative changes of cell organelles and depri-
vation of ribosomes of reticulum channels, as well (Fig. 3). Moreover,
synaptic junctions were only sporadically seen. Control cultures exhi-
bited well preserved morphological cell characteristics.

Fluorescence histochemistry revealed in the control cultures typical
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Fig. 2. Neuron with edematous cytoplasm containing swollen or damaged mi-
tochondria (M), lipid bodies (lb) and many neurotubules (mt) arranged around
the nucleus. Four DIV, 7 days in experimental medium. X 9000

Ryc. 2. Komoérka nerwowa wykazujgca cechy obrzeku z obrzmialymi lub usz-

kodzonymi mitochondriami (M), kulami tluszczu (lb) oraz licznymi neurotubulami

(mt) skupionymi wokét jadra. Hodowla czterodniowa, 7 dni w medium doswiad-
czalnym. Pow. 9000 X
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Fig. 4. Neuron from the control group. Catecholamine histofluorescence. Seven
DIV. X 1000

Ryc. 4. Komoérka nerwowa z kontrolnej hodowli. Fluorescencja katecholamin.
Siedem dni in wvitro. Pow. 1000 X

Fig. 5. Catecholaminergic neuron of substantia nigra. Four DIV, 3 days in
experimental medium. X 10600

Ryc. 5. Neuron katecholaminergiczny istoty czarnej. Hodowla czterodniowa,
3 dni w medium dos$wiadczalnym. Pow. 1000 X

for catecholaminergic neurons bright green fluorescence (Fig. 4). After
3 days of PD patients serum treatment many cells still showed positive
fluorescence properties of the. neuronal bodies and cell processes, how-
ever some of them exhibited a slightly weaker fluorescence as com-
pared with the control cultures (Fig. 5). After 7 days of experimental
medium in many cultures fluorescence of neurons was not observed.
In the explants numerous small granules of pale green material lying
free among the cells could be observed. In the cell bodies and processes
a bright yellow fluorescence typical for lipids was visible.

Fig. 3. Degeneration of organelles in neuropil. Accumulation of lipid bodies
and damaged mitochondria. Degeneration of endoplasmic reticulum (arrow). Four
DIV, 7 days in experimental medium. X 3000

Ryc. 3. Zmiany zwyrodnieniowe w neuropilu. Nagromadzenie cial tluszczo-
wych i uszkodzonych mitochondriéw. Zwyrodnienie siateczki $rédplazmatycznej
(strzatka). Hodowla czterodniowa, 7 dni w medium dos$wiadczalnym. Pow. 3600 X
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DISCUSSION

In cultures of rat substantia nigra some alterations of the neurons
and glial cells were observed after PD patients serum treatment as
compared with the control cultures growing in a medium with serum
from healthy individuals. Degenerative changes differed in severity
from cell to cell indepedently of the case studied. The observed dege-
neration of cell organelles could be responsible for the gradual loss
of catecholaminergic fluorescence or absence of fluorescence properties
in the cultures. The alterations found in substantia nigra exposed to
PD patients serum are also more pronounced than in striatal cultures
treated with PD patients sera (Kida, Renkawek 1985). At any rate,
these cellular changes are not specific. Similar in nature pathological
changes of neurons and glia were observed in tissue culture of cere-
bellum exposed to other pathological conditions like anoxia (Renkawek,
Herbaczynska-Cedro 1985) or kainic acid (Renkawek et al. 1982).

Degenerative changes found in substantia nigra in culture cannot
be compared with human pathology because of enhanced artificial chan-
ges observed in autopsy material (Forno 1982). The only characteristic
ultrastructural abnormality described found in the literature seems to
be a cytoplasmic inclusion known as a Lewy body (Duffy, Tennyson
1965; Roy, Wolman 1969; Watanabe et al. 1977). In our cultures ex-
posed to PD patients sera these structures were not present. The me-
chanism and pathogenic factor inducing production of these inclusions
remains obscure. There are some hypothetical theories that Lewy bo-
dies may originate in part from degenerated protein containing sulphur
(Kimula et al. 1983) or reflect an abnormal filamentous organization
secondary to another primary metabolic abnormality (Goldman et al.
1983). Recently, Nakashima and Ikuta (1984) have suggested that in ca-
techolaminergic neurons, tyrosine hydroxylase might play an important
role in the production of this structure. Lewy bodies were described
only in human material and they were never found in experimental
models of PD in animals (Langston et al. 1984). It should be mention-
ed that intracerebral inoculation of a substantia nigra suspension, taken
post mortem from PD patients, into various species of animals did not
induce any clinical or morphological abnormalities (Bethlem, den Har-
tog Jager 1960).

The factors responsible for cell and synapse lesions in cultures af-
ter PD patients sera application are unknown. It has been postulated
that both endogenous and exogenous factors could be responsible for
cellular changes (Calne, Langston 1983; Elizan, Casals 1983; Marsden
1983; Duvoisin 1984). It may be supposed that in culture some toxic
agent(s) might be released from the degenerated dopaminergic cells.
Although the etiology of PD is unknown, a suggestion recently appear-
ed of cell destruction in Parkinson’s disease. Cohen (1983) proposed
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that this disease is a result of two processes: abnormal production of
hydrogen peroxide by monoamine oxydase accompanied by generation
of superoxide free radicals and hydroxyl free radicals. Disturbances of
balance between these products and dopamine content produces fi-
nally accelerated senescence of dopamine neurons. Moreover, the acti-
vity of enzymes connected with the protective role of cellular metabo-
lism against abnormal autooxidation of dopamine is also reduced in
PD patients (Ambani et al. 1975; Perry et al. 1982). According to this
hypothesis, we could speculate that in PD patients serum there exists
some an unknown factor(s) which is able to induce structural changes
in substantia nigra cells growing in vitro.

ZMIANY MORFOLOGICZNE ISTOTY CZARNEJ SZCZURA IN VITRO
PODDANEJ DZIALANIU SUROWIC UZYSKANYCH OD PACJENTOW
Z CHOROBA PARKINSONA|

Streszczenie

Hodowle organotypowe istoty czarnej szczura w wieku 4 dni in vitro poddano
przez okres 7 dni dzialaniu medium zawierajgcego surowice uzyskane od pacjen-
tow z chorobg Parkinsona. Stwierdzono obecno$é zmian zwyrodnieniowych za-
rowno w komoérkach nerwowych, jak i glejowych. Pomimo ze zmiany struktural-
ne nie miaty charakteru specyficznego, ich wystapienie sugeruje obecno$é czynni-
ka toksycznego w badanych surowicach powodujgcego uszkodzenie komérek istoty
czarnej.

MOP®OJIOTMYECKUE U3MEHEHUSA YEPHOI'O BEIECTBA KPBICHI,
IIOABEPTHYTOI'O IN VITRO BO3JEVICTBUIO CBIBOPOTOK, ITOJIVUEHHBIX
OT IMTALIMEHTOB, CTPAIAIOIINX BOJIE3HBIO ITAPKMHCOHA

Pe3iome

OpraHoTHNAYECKAE-KYIbTYPEl YEPHOTO BELIECTBA KPBICHI YETHIPEXJHEBHOTO BO3pacTta Obna
TOABEPTHYTHI B T€4Ye€HHE 7 NHEH in vitro BO3NEHCTBHIO Cpelbl, COePXKaIEed CHIBOPOTKH, MOydeH -
Hble OT NAaIMeHTOB, cTpamarommx Gonesnepio IlapkmHcoHA. OGHAPYXEHO HAJMYHE JIereHepaTHB-
HBIX H3MEH3MEHEHHIL KaK B HEPBHBIX, TaK M B INIMANBHBIX KineTkax. HecMOTps Ha TO, YTO H3MEHe-
HHEA He HOCWIA crienndaIeckoro xapakrepa, caM (hakT uX CyLIECTBOBAHHUS CBHETEILCTBYET O MPH-
CYTCTBHH B HCCIIEyeMBIX CBIBOPOTKAX TOKCHYECKOTO (pakTOpa, BBHI3LIBAIOLIErO MOBPEXICHHE 4ep-
HOrO BELIECTBA.
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Prowadzenie pozaustrojowej hodowli tkanki nerwowej w $rodowisku
odzywczym, zawierajgcym surowice chorych ze zwyrodnieniem watro-
bowo-soczewkowym, prowadzi do uszkodzen komérek gleju gwiazdzi-
stego, typowych dla tzw. gliopatii wilsonowskiej. Nieprawidlowosci ko-
moérkowe przyjmujg posta¢ uogélnionego przerostu indywidualnych as-
trocytéw, ktoéremu towarzysza zmiany zwyrodnieniowe, wyrazajgce sie
przede wszystkim fragmentacjg ich wypustek, prowadzace do pojawia-
nia si¢ amebowatych bezwypustkowych komorek. Na tle tych nieswoi-
stych uszkodzen wystepuja zmienione komorki gwiazdziste znane pod
nazwag komorek Alzheimera typu II oraz komorek Opalskiego, ktore
obok komorek Alzheimera typu I stanowig najbardziej charakterystycz-
ny komponent patologii gleju w chorobie Wilsona (Mossakowski i wsp.
1970; Mossakowski, Weinrauder 1984). Identyczne nieprawidlowosci ko- -
morkowe uzyskano w pozaustrojowej hodowli tkanki nerwowej, pro-
wadzonej w S$rodowisku odzyweczym, zawierajacym surowice zdrowych
ludzi z dodatkiem egzogennych zwigzkéw miedzi w ilosci odpowiadaja-
cej jej stezeniu w moézgach ludzi z chorobg Wilsona. Spostrzezenie to
sklonilo do wysuniecia przypuszczenia, iz miedz gromadzaca sie w nad-
miarze w osSrodkowym ukladzie nerwowym i podwyzszona w surowicy
krwi u chorych z zespolem zwyrodnienia watrobowo-soczewkowego jest
podstawowym czynnikiem lub jednym z czynnikéw odpowiedzialnych
za rozwo] patologii gleju zaréwno in situ, jak i in vitro (Mossakowski
i wsp. 1970). Posrednie potwierdzenie stusznosci tej hipotezy przyniosta
kolejna seria doswiadczen, w ktorych do srodowiska odzyweczego hodo-
wli, zawierajgcego surowice chorych z nieleczonym zespolem zwyrod-
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nienia watrobowo-soczewkowego lub egzogenne zwigzki miedzi poda-
wano d-penicylamine, stanowigcg podstawowy lek wspolczesnej terapii
choroby Wilsona. Podawanie d-penicylaminy w tych warunkach zapo-
biegalo rozwojowi gliopatii wilsonowskiej, a przede wszystkim pojawia-
niu sie komoérek Alzheimera typu II i komoérek Opalskiego (Mossakow-
ski 1 wsp. 1977).

W tym s$wietle wydawalo sie celowe przes§ledzenie wplywu suro-
wic od chorych ze zwyrodnieniem watrobowo-soczewkowym, leczonych
d-penicylaming na rozwdj oraz obraz morfologiczny i immunohistoche-
miczny doswiadczalnej gliopatii wilsonowskiej in wvitro. Terapia d-peni-
cylaming prowadzi do wydatnego obnizenia poziomu miedzi w suro-
wicy krwi chorych, nie wplywajac istotnie na zawarto$¢ i aktywmosc
ceruloplazminy stanowigcej alfa-2-glikoproteine surowicy, syntetyzowang
w watrobie i wigzgcg w trudno dysocjujacy zwigzek jony miedzi. Za-
warto$¢ ceruloplazminy oraz jej zdolnos¢ wigzania miedzi stanowi czyn-
nik decydujacy o proporcji tzw. miedzi zwigzanej, tworzacej z nig
trwaly zwigzek, oraz miedzi wolnej, pozostajacej w latwo dysocjujacym
zwigzku z albuminami surowicy. Do badan celowo uzyto surowic cho-
rych o réznym czasie trwania procesu chorobowego ze zréznicowanym
okresem stosowania terapii d-penicylaming.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na organotypowych hodowlach mézdzku
noworodkow szczurzych, prowadzonych we flaszkach Carrela wedlug
metody opisanej przez Kra$nicka i Mossakowskiego (1965). Srodowisko
odzywcze hodowli, zmieniane dwa razy w tygodniu, zawieralo 50%0 su-
rowicy krwi ludzi zdrowych, 40% zbuforowanego plynu wieloelektro-
litowego (Wytwoérnia Surowic i Szczepionek, Lublin) i 10% wyciggu
z zarodkow kurzych. Uzupeklniano je glukoza do koncowego stezenia 600
mg®o, a jego pH doprowadzano do 7,0—7,3.

W 14—16 dniu in vitro do wybranych hodowli w miejsce prawid-
towej surowicy ludzkiej podawano surowice od leczonych chorych ze
zwyrodnieniem watrobowo-soczewkowym, przetrzymujac je w tych wa-
runkach przez okres 3—4 dni. Hodowle kontrolne przez caly okres do-
$wiadczenia prowadzono w rutynowym srodowisku odzywczym. Hodo-
wle kontrolowano codziennie w mikroskopie fazowo-kontrastowym. Po
uplywie zalozonego czasu doswiadczenia uzywano je do badan histolo-
gicznych i immunomorfologicznych.

Do badan histologicznych hodowle utrwalano w plynie Carnoya
i barwiono je blekitem toluidyny. Hodowle przeznaczone do badan im-
munomorfologicznych plukano trzykrotnie po 15 min w zbuforowanym
fizjologicznym roztworze chlorku sodu (PBS), suszono i utrwalano w zim-
nym acetonie (—20°C) przez okres 4 min. Utrwalone hodowle inkubo-

wano nastepnie w twﬁr%%lzﬁ . B?Iéﬂ)olwej przez okres 30 min w su-
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rowicy odpornosciowej zawierajacej przeciwciala przeciwko kwasnemu
biatku wloékienek glejowych (GFAP), rozcienczonej w stosunku 1 :100.
Surowica odporno$ciowa pochodzita z Protein Laboratory Copenhagen
University (dr E. Bock). Po inkubacji hodowle plukano trzykrotnie
po 15 min w PBS, a nastepnie poddawano je drugiej inkubacji
z uzyciem fragmentu F/ab/, antykroliczej immunoglobuliny IgG, sko-
niugowanej z fluoresceing (Boehring, R.G. RFN). Po wyplukaniu szkie-
lek z nadmiaru surowicy montowano je w zbuforowanej glicerynie
i ogladano w mikroskopie fluorescencyjnym f-my Leitz. Kontrole swoi-
stosci odczynu fluorescencyjnego przeprowadzano zastepujgc surowice
odpornosciowg surowicg nieimmunizowanych krolikow.

Do doswiadczen uzyto surowice od 3 chorych z klinicznie i bioche-
micznie zweryfikowanym zespolem zwyrodnienia watrobowo-soczewko-
wego.

Chory W., mezczyzna 1. 19 z akinetyczno-hipertoniczng postacia
choroby Wilsona i 6-letnim wywiadem chorobowym. Od lat 2 otrzy-
mywal leczenie d-penicylaming. Krew pobrano bezposrednio po zakon-
czeniu serii leczenia. Zawartos¢ miedzi w surowicy 2,4 mg%. Aktyw-
nos¢ oksydazowa ceruloplazminy 2,4 j.m.

Chory D., mezczyzna 1. 26 z typowym zespolem choroby Wilsona
i 2-letnim wywiadem chorobowym. Po raz pierwszy leczony d-penicy-
laming. Poprzednio leczony Kuprenilem. Krew pobrana w s$rodku ku-
racji. Zawarto$¢ miedzi w surowicy — 13,6 mg®o. Aktywnos¢ cerulo-
plazminy — nieoznaczalna.

Chora B., kobieta 1. 16 z typowym zespolem klinicznym choroby
Wilsona, z 1-rocznym wywiadem chorobowym. Poczatkowo leczona Ku-
prenilem, wobec braku poprawy zastosowano leczenie d-penicylaming.
Krew pobrana bezposrednio po zakonczeniu pierwszej kuracji. Zawar-
tos¢ miedzi w surowicy krwi — 13,6 mg%. Aktywnos¢ ceruloplazmi-
ny — 1 jm.

WYNIKI
Obraz morfologiczny

Obraz morfologiczny hodowli z surowicami od wszystkich chorych
ze zwyrodnieniem watrobowo-soczewkowym roznil sie istotnie od spo-
strzeganych w materiale kontrolnym (ryc. 1), wykazujac ponadto uch-
wytne réznice w zaleznosci od zastosowanej surowicy.

Podstawowg réznice materialu doswiadczalnego w stosunku do kon-
troli stanowilo znaczne bogactwo komorek glejowych zaréwno w eks-
plantacie, jak i w strefie wzrostu hodowli. Wystepujac w hodowlach
ze wszystkimi surowicami zjawisko to bylo najbardziej zaznaczone
w przypadkach surowic pacjentéw z krotszym wywiadem chorobowym
(chory D. i B.). W obu tych przypadkach obecne byly ponadto liczne
powiekszone jadra glejowe z niezwykle bogata zawartoscia chromatyny
(ryc. 2, 3). Widoczne byly réwniez komorki glejowe z cechami prze-
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Ryc. 1. Hodowla kontrolna, 18 dni in wvitro. Typowy obraz mieszanej astrocy-
tarno-oligodendroglejowej strefy wzrostu. Blekit toluidyny. Pow. 200 X

Fig. 1. Control culture, 18 days in wvitro (DIV). Typical picture of mixed as-
trocytic-oligodendrocytic outgrowth zone. Toluidine blue. X, 200

rostu, przypominajace typowe gemistocyty, rozniace sie jedynie od nich
stosunkowo dobrze zachowanymi wypustkami (ryc. 4). Nieswoiste zmia-
ny zwyrodnieniowe astrocytéw, polegajace na nagromadzeniu wodniczek
w cytoplazmie, zatarciu zarysé6w blon cytoplazmatycznych i rozpadzie
wypustek byly na og6l mniej zaznaczone. Byly stosunkowo nieliczne
w przypadku surowicy chorej B. z najkrotszym okresem trwania pro-
cesu chorobowego (ryc. 5), a nieco obfitsze z surowica od chorego D.
z dwuletnim wywiadem chorobowym (ryc. 6). Byly natomiast najsilniej
wyrazone przy uzyciu surowicy pacjenta W. z najbardziej zaawansowa-
nym i najdluzszym przebiegiem choroby (ryc. 7). Te samg zalezno$c¢
stwierdzono w stosunku do czesto$ci wystepowania i obfitosci komorek
Alzheimera typu II. Wystepujac pojedynczo w przypadku B., nieco czg-
sciej w przypadku D., stanowily zjawisko do$¢ pospolite w przypadku
surowicy W. (ryc. 8). Komorki Opalskiego w calym materiale wystepo-
waly sporadycznie. Podobnie jak nagie jgdra, spotykano je najczesciej
w przypadku surowicy chorego W. (ryc. 9). W pozostalych przewazaly
komorki przejsciowe miedzy uformowanymi komorkami Opalskiego
a przerosnietymi astrocytami.

Obraz immunomorfologiczny

Odczyn immunohistochemiczny wykazywal wyrazng zaleznos¢ od
charakteru i nasilenia nieprawidiowosci strukturalnych komorek gle-
jowych. W hodowlach z przewagg procesow przerostowych byt on sil-
niejszy, a znacznie slabszy przy nasileniu zmian zwyrodnieniowych.

Najsilniejszg fluorescencje stwierdzano w duzych, przerosnietych as-
trocytach z obfita cytoplazmg i dobrze zachowanymi wypustkami. Ja-
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Ryc. 2. Hodowla doswiadczalna, surowica D. 18 dni in wvitro. Obfita populacja
glejowa z licznymi duzymi hiperchromatycznymi jadrami. Pobrzeze strefy wzro-
stu i eksplantatu. Blekit toluidyny. Pow. 200 X
Fig. 2. Experimental culture, serum D. 18 DIV. Dense glial population from

the explant periphery with numerous, enlarged, hyperchromatic nuclei. Toluidi-
ne blue. X 200

Ryc. 3. Hodowla do$wiadczalna, surowica B., 18 dni in wvitro. Wsérdéd typowe-
go astrocytarnego utkania strefy wzrostu widoczne gniazda komoérek z hiperchro-
matynowymi jadrami. Blekit toluidyny. Pow. 400 X
Fig. 3. Experimental culture, 18 DIV, serum B. In typical astrocytic population

of the outgrowth zone, nests of hyperchromatic nuclei are visible. Toluidine blue.
X 400

Ryc. 4. Hodowla do§wiadczalna, surowica D. 18 dni in wvitro. Gemistocytopo-
dobne komorki glejowe w strefie wzrostu. Blekit toluidyny. Pow. 400 X
Fig. 4. Experimental culture, 18 DIV, serum D. Gemistocyte-like glial cells from
the outgrowth zone. Toluidine blue. X 400

Ryc. 5. Hodowla do$§wiadczalna, surowica B., 19 dni in wvitro. Astrocyty stre-
fy wzrostu ze stabo widoczng cytoplazma, w znacznej cze$ci pozbawione wypu-
stek. Widoczne pojedyncze nagie jadra. Blekit toluidyny. Pow. 400 X
Fig. 5. Experimental culture, serum B., 19 DIV. Astrocytes from the outgrowth
zone with hardly visible contours of cytoplasm and processes. Some naked nuclei
are present. Toluidine blue. X 400
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Ryc. 6. Hodowla doswiadczalna, 18 dni in wvitro, surowica D. Astrocyty strefy
wzrostu ze stabo widocznymi zarysami cytoplazmy, w wiekszosci pozbawione wy-
pustek. Blekit toluidyny. Pow. 400 X
Fig. 6. Experimental culture, serum D., 18 DIV. Most of the astrocytes from
outgrowth zone deprived of cytoplasm and processes. Toluidine blue. X 400

Ryc. 7. Hodowla doswiadczalna, surowica W., 17 dni in wvitro. Ciezko uszko-
dzone komérki strefy wzrostu. Niektére z widocznymi wodniczkami w cytoplazmie
(strzatka). Biekit toluidyny. Pow. 400 X
Fig. 7. Experimental culture, serum W. 17 DIV. Severely damaged astrocytes

from outgrowth zone; some of them with intracytoplasmic vacuoles (arrow). To-
luidine blue. X 400

Ryc. 8. Hodowla dos$wiadczalna, surowica W., 18 dni in wvitro. Obficie nagro-
madzone komoérki Alzheimera typu II w strefie wzrostu hodowli. Blekit toluidyny.
Pow. 400 X
Fig. 8. Experimental culture, serum W. 18 DIV. Abundant accumulation of
Alzheimer, type II cells in the outgrowth zone. Toluidine blue. X 400

Ryc. 9. Hodowla do$wiadczalna, surowica W., 19 dni in wvitro. Komérka Opal-
skiego wsréd obficie nagromadzonych komoérek strefy wzrostu. Biekit toluidyny.
Pow. 400 X
Fig. 9. Experimental culture, serum W. 19 DIV. Opalski cell in the outgrowth
zone. Toluidine blue. X 400
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Ryc. 10. Hodowla do$wiadczalna, surowica B., 18 dni in wvitro. Intensywna fluores-
cencja przerostych astrocytow strefy wzrostu. GFAP. Pow. 400 X

Fig. 10. Experimental culture, serum B., 18 DIV. Intense immunofluorescence
reaction in hypertrophied astrocytes within outgrowth zone. GFAP. X 400

Ryc. 11. Hodowla do$§wiadczalna, surowica D., 18 dni in witro. Odczyn immu-
nofluorescencji w przerostych astrocytach, wykazujgcy zwigzek z widknistymi stru-
kturami cytoplazmatycznymi. GFAP. Pow. 800 X:

Fig, 11. Experimental culture, serum D. 18 DIV. Immunofluorescence reaction
in hypertrophied astrocytes, connected with intracytoplasmic fibrillary structures.
GFAP. X 800

Ryc. 12. Hodowla do$wiadczalna, surowica B., 19 dni in wvitro. Slaby odczyn
immunofluorescencyjny w uszkodzonych astrocytach pozbawionych wypustek. GFAP.
Pow. 400 X

Fig, 12. Experimental culture, serum B., 19 DIV. Weak immunofluorescence
in damaged astrocytes deprived of cellular processes. GFAP. X 400
Ryc. 13. Hodowla doswiadczalna, surowica W. 19 dni in ovitro. Umiarkowany

odczyn immunofluorescencyjny w komorce Opalskiego. GFAP. Pow. 400 X

Fig. 13. Experimental culture, serum W. 19 DIV. Moderate immunofluorescen-
ce in Opalski cell. GFAP. X 400
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Ryc. 14. Hodowla do$wiadczalna, surowica B., 19 in wvitro. Silna fluorescencja
w komoérce przejsciowej. GFAP. Pow. 400 X

Fig. 14. Experimental culture, serum B., 19 DIV. Strong immunofluorescence
in a transitory cell. GFAP. X 400

Ryc. 15. Hodowla do$wiadczalna, surowica W., 18 dni in wvitro. Zmienne na-
tezenie odczynu immunofluorescencyjnego w komorkach Alzheimera typu II
GFAP. Pow. 400 X

Fig. 15. Experimental culture, serum W., 18 DIV. Immunofluorescence reaction
of varying intensity in Alzheimer type II cells. GFAP. X 4Q0

skrawa fluorescencja ostro obrysowywala kontury perykarionalnej cy-
toplazmy i grubych wypustek (ryc. 10). W licznych hipertroficznych ko-
morkach gwiazdzistych stwierdzalo sie zwigzek Swiecenia z siatkowaty-
mi lub pasmowatymi wiloknistymi strukturami sréodplazmatycznymi (ryc.
11). W przypadku komoérek z cechami zwyrodnienia, a zwlaszcza z frag-
mentacja wypustek, odczyn immunofluorescencyjny byl znacznie slabszy
i bardziej zréznicowany od wyraznego do ledwie dostrzegalnego (ryc. 12).
Komoérki Opalskiego charakteryzowaly sie zywa fluorescencjg (ryc. 13),
ktora byla jednakze mniej intensywna niz w przerostych astrocytach.
Nieco zywszy odczyn, zawsze o charakterze dyfuzyjnym lub ziarnistym,
wystepowal w komoérkach przejsciowych miedzy uformowanymi komor-
kami Opalskiego i hipertroficznymi astrocytami (ryc. 14). Wyroéznialy sie
one w stosunku do typowych komorek Opalskiego mniejszymi rozmiara-
mi i obecno$cig resztkowych wypustek. Charakter odczynu immuno-
fluorescencyjnego w komorkach Alzheimera typu II wykazywal znaczne
zroznicowanie od ledwie dostrzegalnego do zywego $wiecenia, o zmien-
nej szerokosci, otaczajagcego powiekszone, zazwyczaj owalne jadra ko-
morkowe (ryc. 195).

OMOWIENIE

Przedstawione wyniki wskazuja, ze zastosowanie surowic od leczonych
d-penicylaming chorych ze zwyrodnieniem watrobowo-soczewkowym po-
zwala na uzyskanie us.zlfodzeﬁ gleju typowych dla gliopatii wilsonow-
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skiej. Réznig si¢ one jednak od zmian stwierdzanych w hodowlach z su-
rowicami od chorych nieleczonych (Mossakowski i wsp. 1970; Mossakow-
ski, Weinrauder 1984). Podstawowa réznica polega na przewadze uogol-
nionych proceséow rozplemowych i przerostowych, przy znacznie mniej
nasilonych nieswoistych zmianach zwyrodnieniowych i rzadkim wyste-
powaniu nieprawidlowych postaci astrocytow, typowych dla choroby
Wilsona, takich jak komorki Alzheimera typu II i komorki Opalskiego.
Ogolny wzorzec zmian przypomina pod tym wzgledem bardziej obraz
ostrej encefalopatii watrobowej u ludzi (Mossakowski i wsp. 1983) oraz
wczesnej fazy encefalopatii watrobowej u zwierzat doswiadezalnych
(Norenberg i wsp. 1972, 1974; Hilgier i wsp. 1983), niz nieprawidlowosci
typowe dla zaawansowanej choroby Wilsona. Zwraca przy tym uwage
obecnos¢ przeros$nigtych, hiperchromatynowych jader glejowych, niespo-
tykanych w poprzednich badaniach nad encefalopatia wilsonowska in vi-
tro (Mossakowski i wsp. 1970).

Wydaje sie, ze stosunkowo nikly stopien uszkodzenia astrocytéw w po-
réwnaniu ze zmianami obserwowanymi w przypadku surowic od chorych
nieleczonych wigza¢ nalezy z obnizong zawartoscia miedzi we wszyst-
kich uzytych surowicach, nizszg niz wartosci kontrolne u ludzi zdrowych
(norma laboratoryjna 85—120 pg/100). Zwraca rownoczesnie uwage dra-
styczne obnizenie we wszystkich przypadkach, niezaleznie od leczenia,
aktywnosci ceruloplazminy (w przypadku jednego chorego do wartosci
nieoznaczalnych). Wskazuje to na mozliwo$¢ przesuniecia proporcji mie-
dzy miedzig zwigzang i wolng w surowicy. W warunkach prawidlowych
miedZ zwigzana stanowi okolo 98% jej ogoélnej zawartosci w surowicy,
podczas gdy miedZz wolna nie przekracza 2—5%. W zaawansowanej cho-
robie Wilsona miedZz wolna siega wartosci 40-60%. W tej sytuacji wy-
daje sie prawdopodobne, iz mimo obnizenia bezwzglednej zawartosci mie-
dzi w stosowanych surowicach, wobec znacznego spadku aktywnosci ce-
ruloplazminy, zawarto$¢ miedzi wolnej mogla byé wystarczajgca dla
wywolania uszkodzen komoérkowych, cho¢ mniej nasilonych, niz w przy-
padku surowic chorych nie leczonych. Ich nasilenie i typowos¢ nie wy-
kazywaly przy tym zaleznosci od bezwzglednej zawartosci miedzi, lecz
bardziej od aktywnosci ceruloplazminy, mimo iz nie stanowi ona wskaz-
nika stopnia wigzania miedzi. W dwoéch przypadkach o jednakowym
pozomie miedzi w surowicy bardziej nasilone i typowe zmiany komor-
kowe wystepowaly przy nieoznaczalnej aktywnosci ceruloplazminy. Za-
leznosc¢ ta zbiezna byla z czasem trwania choroby i stopniem jej zaawan-
sowania. Najbardziej charakterystyczne nieprawidlowosci astrocytow
znamionowaly surowice od pacjenta z najdluzszym wywiadem choro-
bowym, najmniej nasilone — z najkrotszym.

Badania immunomorfologiczne potwierdzily poprzednie spostrzezenia,
iz zmienione komorki glejowe zachowywaly antygenowe wilasciwosci as-
trocytow (Mossakowski, Weinrauder 1984). Wszystkie ich postaci wyka-
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zywaly obecnos¢ kwasnego biatka widkienek glejowych uznanego za swo-
isty znacznik komoérek gleju gwiazdzistego (Eng i wsp. 1971; Bignami
i wsp. 1972; Ludwin i wsp. 1976).

Intensywnos$¢ odezynu immunofluorescencyjnego byla zréznicowana
w zaleznosci od charakteru zmian strukturalnych. Byla ona najwyzsza
w przerosnietych astrocytach, wykazujac tu wyrazny zwigzek z wilok-
nistymi strukturami cytoplazmatycznymi oraz w komoérkach Opalskiego.
Byla znacznie mniejsza w komorkach gwiazdzistych z cechami zwyrod-
nienia, a w komorkach Alzheimera typu II znamionowalo ja znaczne
zroznicowanie od wyraznego do s$ladowego.

To ostatnie zjawisko wymaga odrebnego omoéwienia w Swietle spo-
strzezen Sobela i wsp. (1981) oraz Kimury i Budki (1984), ktéorzy w ma-
teriale encefalopatii watrobowej u ludzi stwierdzili calkowity brak od-
czynu z surowicami anty-GFAP. Pierwsi z nich fakt ten sklonni sg wia-
za¢ z uszkodzeniem przez podstawowy czynnik (lub czynniki) patogene-
tyczny procesoOw syntezy bialek w zmienionych astrocytach. Za inter-
pretacja taka przemawia¢ moga badania Albrechta (1981), ktoéry meto-
dami biochemicznymi stwierdzil uposledzenie syntezy RNA w doswiad-
czalnej encefalopatii watrobowej. Morfologiczny charakter badan wlas-
nych ogranicza mozliwos¢ dyskusji nad tym mechanizmem. Wydaje sie,
ze odmienno$¢ naszych spostrzezen moze by¢ uwarunkowana przez caly
szereg czynnikdw, w tym przede wszystkim charakter materialu —
pozaustrojowg hodowle tkanki nerwowej, w ktorej nie mamy do czy-
nienia z komoérkami Alzheimera typu II wystepujagcymi w warunkach
in situ, a jedynie z komorkami do nich morfologicznie podobnymi. Dru-
gim czynnikiem, ktéry nalezy bra¢ pod uwage jest stosowana technika
odczynu immunomorfologicznego — fluorescencyjna w naszym przypad-
ku, metoda PAP (peroksydaza-antyperoksydaza) w materiale zaroéwno
Sobela i wsp. (1981), jak i Kimury i Budki (1984). Uwzgledni¢ nalezy
réwniez fakt, ze badania ich, prowadzone na materiale ludzkim, a Al-
brechta (1981) na materiale doswiadczalnym, dotyczyly encefalopatii
watrobowej, podczas gdy w doswiadczeniach wlasnych stosowano suro-
wice od chorych ze zwyrodnieniem watrobowo-soczewkowym. Mimo za-
sadniczego podobienstwa, jesli nie identycznosci morfologicznej komoérek
Alzheimera typu II w obu procesach chorobowych, roéznice etiologiczne
i patogenetyczne mogg wplywaé na odrebnosci biologiczne strukturalnie
identycznych form komorkowych. Rola tego czynnika wydaje sie jed-
nak drugorzedna, poniewaz w poprzednich badaniach wykazano obecnos$¢
dodatniego odczynu immunohistochemicznego w komorkach Alzheimera,
typu II, uzyskanych zaréwno z surowicami od chorych ze $pigczkg wa-
trobows, jak i ze zwyrodnieniem watrobowo-soczewkowym (Mossakow-
ski, Weinrauder 1984).

W Swietle tych spostrzezen wydaje sie uzasadnione zwro6cenie uwa-
gi na fakt, iz nagie jadra, stanowigce zmienione patologicznie astrocy-
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ty, w obrazie mikroskopowo-elektronowym charakteryzujg sie bardzo
znacznym zubozeniem organelli cytoplazmatycznych (Norenberg, Lapham
1974; Norenberg 1977; Mossakowski i wsp. 1984). Niekiedy przybieraja
one posta¢ powigkszonych, ubogochromatynowych jader zawieszonych
w wodnistej cytoplazmie, calkowicie pozbawionej struktur subkomér-
kowych (Ostenda i wsp. 1976). Przeksztalcenie astrocytu w komérke
Alzheimera typu II jest procesem postepujacym, stad tez mogg obok
siebie wystepowa¢ komorki o réznym stopniu uszkodzenia struktur cy-
toplazmatycznych, co tlumaczyloby zréznicowanie odezynu ujawniajgcego
GFAP, az do jego calkowitego zaniku. Na takg mozliwos¢ wskazuja
badania immunomorfologiczne, przeprowadzone na autopsyjnym mate-
riale, przypadku choroby Wilsona, w ktoérych wykazano, ze wsréd prze-
wazajgcej populacji nagich jader z ujemnym odczynem na GFAP wy-
stepujg réwniez dodatnie immunomorfologicznie typowe komérki Alz-
heimera typu II (Mossakowski, Weinrauder 1986).

Wysoce prawdopodobne jest przy tym wspolistnienie obu czynnikow:
metabolicznego i strukturalnego, a nawet ich wzajemny zwigzek przy-
CZynowy.

Autorzy dziekuja dr Elisabeth Bock z Protein Laboratory, Copenhagen Uni-
versity, za dostarczenie surowicy do badan.

BJIMSIHUE CBIBOPOTKU BOJIBHBIX, CTPAJAIOMWUX TENATO-LIEPEBPAJIBHOMN
JETEHEPALIMEN U TIPOIIENMUX KVPC JIEYEHUSA IEHULWMJIAMMHOM
HA PA3BUTUE IN VITRO BUJIbLCOHOBOW I'JTMOITATUU

Pe3some

ABTOpBI MCCIIEIOBATH BIMSAHUE CHIBOPOTOK, MOJYYEHHBIX OT OOJIbHBIX, CTPAJAIOIIMX renaTo-
-uepeOpaibHOlM JereHepalmeil ¥ MPOIIEANIAX KypC JIeYeHHs NEHHLUM/UIAMAHOM, Ha MOpdosora-
YeCKyI0 H HMMYHOMOP(OJIOTHYECKYIO KaPTHHY OPraHOTHIMYECKHX KYJIbTYD HEPBHOU TKaHm. [[na
JIAaHHBIX CHIBOPOTOK XAapaKTEPHO 3HAYMTENLHOE NMOHMKEHME KaK COACpKAHMsS MEIH, TaK H aKTHB-
HOCTH ILiepyiomiasMuHa. OGHapyXKeHbI CyLIECTBEHHBIE Da3IM4dsi MEXAY BO3HEHCTBHEM JAHHBIX
CBIBOPOTOK ¥ CHIBOPOTOK GOJIbHBIX, HE IPOLIEAIINX Kypca JiedeHns. Pa3mmyns 3akmo4anncs B 6onee
BBICOKOM COJIEP)KaHHHM TJIMAJIBHBIX KJIETOK ¥ B mpeobiamanuma runepTpoduu aCTPOUHMTOB HAM HX
Hecrenmduyeckoit erenepauneif. BeicTynanu Taxke naTojoraieckue GopMbl aCTPOLMTOB, Xapak-
TepHbIE U1l BAIBCOHOBOI ImHONmaTHH, KaK Hampumep, KieTkd Anbureimepa II Tama m KneTkH
Onainbsckoro. VIHTEHCHBHOCTh JEreHEPATHBHBIX W3MEHEHHH M OOMJIME TONBIX sAep 3aBHCETH OT
cragud GONIe3HH ¥ CTENeHH NAEeHWsi aKTHBHOCTH IIepyJIOMIa3MHHA B CHIBOPOTKE. Bce dopmsl
aCTPOUMTOB, KaK C NMPU3HAKAMH rHnepTpodun, Tak U JAereHepaiyu, a TakKe KIeTku Anbureiimepa
II tina u xnaetkd ONanbCKOro OpOSIBIISUIA MOJOKHTENBHYIO HMMYHO(IYOPECLEHATHYIO PEAKIHIO
Ha CHIBOPOTKY, COAEPKAIIYIO aHTHTeNa K KucioMy pubpumispaomy Genky (GFAP).

ABTOpBI BBIABATAIOT MPEIMOJIOKEHHE, YTO MEHbIIAS MHTEHCHBHOCTH MATOJIOTHYECKHX H3Me-
HEHMI B aCTPOLMTAX IO CPABHEHHIO C BO3JEHCTBHEM CBHIBOPOTOK, IMOJIyYE€HHBIX OT GOJIBHBIX, HE
MPOIIENINX Kypca JICUeHHs, CBsA3aHa ¢ 60Jiee HU3KAM COAEPKAHAEM MEIX B IPHMEHEHHBIX ChIBO-
poTkax. OJHAKO CONYTCTBYIOLIeE NaJeHHe aKTHBHOCTH LEPYJIONIA3MHHA NPHBEJIO K HAPYIICHHIO
PaBHOBECHSI MEX/y CBA3aHHOM M CBOOOJHOM Menpro. B 3THX YCIOBHSX COJACPKAHHE MOCIEAHER
MOTJIO OBITB JOCTATOYHO BBICOKMM, YTOOBI BBI3BATH XAPAKTEPHLIE MOBPEXAECHMS ACTPOLMTOB..
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INFLUENCE OF SERA FROM PATIENTS WITH HEPATO-LENTICULAR
DEGENERATION TREATED WITH D-PENICILAMINE
ON THE DEVELOPMENT OF WILSONIAN GLIOPATHY IN VITRO

Summary

Studies on the influence of sera from patients with Wilson’s disease treated
with d-penicilamine upon morphology and immunomorphology of astrocytes in
organotypic cultures of newhorn rat cerebella were performed. The pathological
sera applied were characterized by significant reduction of both copper level
and ceruloplasmine activity. Remarkable differences were found as compared with
the influence of sera from untreated patients. They consisted in greater cellula-
rity of cultures and predominance of astrocytic hypertrophy over nonspecific cel-
lular degeneration. However, astrocytic abnormalities, typical for Wilsonian glio-
pathy such as Alzheimer cells, type II and Opalski cells were also present.

Intensity of degenerative changes of astrocytes and frequency of Alzheimer
cells type II and Opalski cells appearance were correlated with the advancement
of the disease process and degree of ceruloplasmine activity reduction. All ab-
normal astrocytes both showing features of hypertrophy and degeneration gave
positive immunofluorescent reaction with anti-GFAP serum. So did Alzheimer
cells, type II and Opalski cells.

The authors supposed that less severe astrocytic abnormalities as compared
with those obtained with sera from untreated patients were due to lowered
copper content in sera used in present experiments. However, disturbed pro-
portion between bound and free copper in sera resulting from reduction of ceru-
loplasmine activity could be responsible for the appearance of Wilsonian glio-
pathy features, even under conditions of lowered general content of copper.
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ANNA TARASZEWSKA

MORFOLOGICZNA CHARAKTERYSTYKA
ZEOGOW SUDANOFILNYCH WYSTEPUJACYCH W PRZEBIEGU
NIEPRAWIDLOWEJ MIELINIZACJI U KROLIKA PT

Os$rodek Doswiadczalny Neurologii Por6wnawczej Centrum Medycyny
Doswiadczalnej i Klinicznej PAN, Minsk Maz.

Krolik pt jest mutantem, u ktérego wystepuje genetycznie uwarun-
kowane zaburzenie procesu mielinogenezy powodujace hipomielinizacje
osrodkowego ukladu nerwowego. W badaniach morfologicznych wykaza-
no, ze w poréwnaniu z normalnym przebiegiem mielinizacji u zdrowych
krolikéw, mielinizacja wiokien u mutanta pt rozwija sie z opdéznieniem,
postepuje wolniej i jest przediluzona, a liczba zmielinizowanych widkien
i grubosé¢ ostonek mielinowych jest zmniejszona (Taraszewska 1983; Zel-
man, Taraszewska 1984; Taraszewska, Zelman 1985). Nieprawidlowosciom
w obrazie mieliny towarzyszy ogolnie wzmozona glejoza komoérkowa oraz
ograniczone wystepowanie sudanofilnych zlogéw w istocie bialej moézdz-
ku (Taraszewska, Zelman 1981).

W patologii ludzkiej przypadki genetycznych zaburzen mielinizacji
z obecnoscig sudanofilnych zlogow w istocie bialej zaliczane sg do grupy
tak zwanych leukodystrofii sudanofilnych. Istnieje ogoélny poglad, ze
w tej grupie leukodystrofii gromadzenie sudanofilnych produktéow jest
nastepstwem rozpadu nieprawidlowo tworzonych oslonek mielinowych
z zachowaniem normalnego katabolizmu mieliny do stadium tluszczéw
obojetnych i tym samym jest wynikiem demielinizacji nakladajacej sie
na proces dysmielinizacji (Poser 1968; Seitelberger 1981). Z drugiej stro-
ny wiadomo, ze leukodystrofie sudanofilne stanowig niejednorodng grupe
schorzen dysmielinizacyjnych réznigecych sie pod wzgledem genetycz-
nym, klinicznym i patologicznym, a ich klasyfikacja patogenetyczna po-
zostaje problemem otwartym.

Ponizsze badania, dotyczgce wystepowania sudanofilnych zlogow
u mutanta pt, wskazujg na inny patomechanizm ich powstawania niz
w klasycznych leukodystrofiach sudanofilnych. Celem niniejszej pracy
jest morfologiczna ocena zjawiska gromadzenia sudanofilnych ttuszczow
i ich znaczenia w patologii mielinizacji u kroélika pt.
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MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na 72 krolikach pt w wieku od 2 tygodnia
do 2 roku zycia z typowymi objawami klinicznymi choroby oraz na 18
krolikach kontrolnych zdrowych w tym samym przedziale wieku (tab.
1). Zwierzeta usypiano Eunarconem lub wodzianem chloralu i wykony-
wano perfuzje roztworem 10%o formaliny w 0,9%0 NaCl, a w przypadkach
przeznaczonych do badan mikroskopowo-elektronowych 3,9% aldehydem
glutarowym w buforze fosforanowym. Po utrwaleniu materialu we wszy-
stkich przypadkach pobierano wycinki z rdzenia, opuszki, p6étkul mozgu
na poziomie torebki wewnetrznej oraz z potkul moézdzku. Skrawki mro-
zikowe barwiono sudanem III i sudanem czarnym B. Cze$¢ skrawkow
zawierajagcych material sudanofilny barwiono dodatkowo blekitem Nilu
oraz blekitem alcjanowym z odczynem PAS.

Do badan w mikroskopie elektronowym pobrano material z istoty
bialej moézdzku od 10 krolikow pt w wieku od 6 tygodni do 3 miesiecy
zycia. Material utrwalony aldehydem glutarowym i czterotlenkiem osmu
przeprowadzono w sposob standardowy przez alkohole i zatapiano w Epo-
nie 812. Poélcienkie skrawki eponowe barwiono 1% blekitem toluidyny
i oglagdano w mikroskopie $wietlnym. Skrawki ultracienkie kontrastowa-
no octanem uranylu i cytrynianem olowiu oraz fotografowano w mikro-
skopie elektronowym JEM-100B lub JEM-7A.

WYNIKI

Na skrawkach barwionych sudanem III i sudanem czarnym B u wiek-
szosci krolikow pt w wieku od 4 tygodni do 4 miesiecy zycia stwierdzono
obecno$¢ licznych sudanofilnych zlogéw w istocie bialej moézdzku (tab.
1, ryc. 1). Zlogi te barwily sie rowniez dodatnio blekitem Nilu, natomiast
nie barwily sie blekitem alcjanowym i metodg PAS. W innych obsza-
rach moézgu sudanofilny material nie wystepowat wecale lub znajdowano
tylko nieliczne, pojedynczo rozsiane krople lipidowe w niektorych stru-
kturach istoty bialej, jako konary mozdzku dolne, pasmo rdzeniowe n.
V, torebka wewnetrzna i centrum semiovale. U krolikéw kontrolnych
zdrowych barwienia sudanem byly negatywne w calym badanym mate-
riale.

Czestos¢ wystepowania sudanofilnych zlogéw w istocie biatej moézdz-
ku krolikow pt byla rézna w zaleznosci od wieku zwierzat. Z danych
przedstawionych w tabeli 1 wynika, ze zlogi te znajdowano u pojedyn-
czych krélikéw 2-tygodniowych, natomiast u krélikéw 4-tygodniowych
wystepowaly one we wszystkich badanych przypadkach, a u kroélikow
w wieku od 1 do 4 miesigca zycia byly obecne w okolo 80% przypad-
kow. U dorostych krolikow pt powyzej 1 roku zycia nie stwierdzono
sudanofilnych produktéw w istocie bialej moézdzku, natomiast u krélikow
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Tabela 1. Czgsto$¢ wystgpowania zlogéw sudanofilnych w istocie bialej mézdzku krélikéw pt
w zaleznos$ci od wieku zwierzat
Table 1. Occurrence of sudanophilic deposits in cerebellar white matter of pt rabbits depending
on animals’ age

Kroliki pt Kroliki kontrolne
pt rabbits Control rabbits
: przypadki ze ztogami przypadki
Wiek liczba sudanofilnymi liczba ze zlogami
Age przypadkéw  cases with sudonophilic przypadkéw sudanofilnymi
number of deposits number of cases with
cases liczba o cases sudonophilic
number % deposits
2—3 tyg. 8 2(2)* 25 4 -
weeks
4 tyg. 7 73) 100 2 "
weeks
>1—4 mies. 40 32(10) 80 6 -
months
6—12 mies. 7 212 28,5 3 -
months
>1 rok 10 - 0 3 —
year
Ogodlem 72 43 60 18 0

Total

* W nawiasach podano liczby przypadkéw, w ktérych zlogi sudanofilne byly nieliczne i stabo
barwily si¢ sudanem III

* In parentheses number of cases is given, in which sudanophilic deposits were not numerous
and weakly stained with Sudan III

Rye. 1. Zlogi sudanofilne w istocie bialej mézdzku u 2-mies. krélika pf. Skra-
wek mrozikowy. Sudan czarny B. Pow. 200 X
Fig. 1. Sudanophilic deposits in cerebellar white matter in 2-month-old pt rabbit.
Frozen section. Sudan black B. X 200

Ryc. 2. Duze wielko$ci widkien nerwowych, krople lipidowe w poblizu jadra ko-
moérki astrocytarnej i wsréd wilékien istoty bialej mézdiku (strzatki). Skrawek
eponowy. Blekit toluidyny. Pow. 1200 <
Fig. 2. Lipid droplets with the size as large as that of nerve fibres near astrocyte
nucleus and among nerve fibres (arrows) in cerebellar white matter. Epon section.

Tomidﬁft&‘ﬁ rcﬁ n1 .chorg .pl



186 A. Taraszewska

Ryc. 3. Kropla lipidowa o $rednicy 4 um w poszerzonej wypustce astrocytarnej.
Widoczna warstwa homogennej substancji o $redniej gestosci elektronowej na obwo-
dzie kropli i optycznie pusta cze$é srodkowa. Pow. 13.500 X

Fig. 3. Lipid droplet with the diameter of 4 um in enlarged astrocytic process. The
droplet consists of an outer layer of moderately electron-dense homogenous sub-
stance and of empty-looking inner part. X 13500

Ryc. 4. Kropla lipidowa o $érednicy 2,5 um w wypustce astrocytarnej zawierajgcej
liczne organelle cytoplazmatyczne. Obwodowa warstwa homogennej substancji nie-
réwna z nieregularnymi odnogami wewnatrz optycznie pustej przestrzeni $rodkowej.
Pow. 23000 X
Fig. 4. Lipid droplet with the diameter of 2.5 um in astrocytic process rich in cyto-
plasmic organellae. Outer layer of homogeneous substance irregular with extensions
into empty-looking inner part of the droplet. X 23000

Ryc. 5. Kropla lipidowa o $rednicy 5 um w cze$ci perykarialnej astrocyta. Na obwo-
dzie kropli poélkolista nieciggla warstwa substancji lipidowej. N — jadro komér-
kowe. Pow. 10000 X
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w wieku od 6 do 12 miesigca zycia znaleziono skapy i slabo barwiacy
sie materiat lipidowy tylko w 2 przypadkach na 8 przebadanych.
Czestos¢ wystepowania sudanofilnych zlogow w grupie krolikow
w wieku od 1 do 4 miesigca zycia byla roézna w zaleznosci od nasilenia
klinicznych objawow choroby (tab. 2). Sudanofilny materiatl stwierdzono

Tabela 2. Czgsto$¢ wystepowania zlogéw sudanofilnych w istocie bialej mézdzku u krélikéw pt
w zalezno$ci od nasilenia objawdéw klinicznych
Table 2. Occurrence of sudanophilic deposits in cerebellar white matter of pt rabbits depending
on severity of clinical symptoms

Objawy Liczba Kroéliki ze zlogami sudanofilnymi
Wiek kliniczne przypadk6w Rabbits with sudanophilic deposits
Age clinical number of Tidtha o
symptoms cases bl o
mies. porazenia 24 22 91,7
>1—4 months paralysis
mies. niedowlady 16 10 62,5
>1—4 months paresis
Ogoblem 40 32 80,0

Total

u ponad 90%a zwierzat z ciezkim przebiegiem klinicznym choroby, cha-
rakteryzujacym si¢ rozwojem porazen spastycznych oraz w 62% przy-
padkow bez porazen, a tylko z niedowladami konczyn.

Dziesie¢ krolikow z porazeniami konczyn uzyto do badan mikrosko-
powo-elektronowych. We wszystkich tych przypadkach barwienie suda-
nem III i sudanem czarnym B wykazalo obecnos$¢ sudanofilnych zlogow
w istocie bialej moézdzku (ryc. 1). Na poélcienkich skrawkach eponowych
zlogi te wybarwialy sie intensywnie blekitem toluidyny i mialy wyglad
duzych, czesciowo wyplukanych kropli lipidowych, rozmieszczonych mie-
dzy wloknami nerwowymi lub w komoérkach astrogleju (ryc. 2).

W obrazie mikroskopowo-elektronowym znajdowano je wylacznie
w cytoplazmie astrocytow widknistych, zar6wno w wypustkach, jak
i w czeSci perykarialnej komorek, gdzie wystepowaly pojedynczo lub

Fig. 5. Lipid droplet with the diameter of 5 um in perikaryal part of the astrocyte.
At the droplet periphery semicircular layer of lipid substance. N — cell nucleus.
X 10000

Ryc. 6. W czeSci perykarialnej astrocyta dwie krople lipidowe o $rednicy okolo
7 um, z bardzo waska obwodowa warstwa substancji lipidowej. W cytoplazmie duze
zageszczenie wlokienek gleqowych. N — jadro komérkowe. Pow. 5400 X
Fig. 6. In perikaryal part of astrocyte two lipid droplets with the diameters of
about 7 um, with very narrow outer layer of lipid substance. In the cytoplasm
great density of glial filaments. N — cell nucleus. X 5400
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Ryc. 7. Homogenna drobnoziarnista substancja tworzgca obwodowa warstwe kropli

lipidowej. Na jej powierzchni cytoplazmatycznej widoczne cienkie pasemko o zwigk-

szonej gestosci elektronowej, brak natomiast otaczajacej blony plazmatycznej.
Pow. 50000 X

Fig. 7. Homogenous fine- granular substance of the outer layer of a lipid droplet.
On its cytoplasmic surface thin strip with higher electron density, but there is not
limited plasma membrane. < 50 000

Ryc. 8. Ziarnista siateczka $rédplazmatyczna (er), mitochondrium (m) i ziarna gliko-
genu (g) przylegaja bezposrednio do .powierzchni substancji lipidowej. Widoczne
wypustki ksztaltem przypominajace kanaly siateczki $rédplazmatycznej oraz polg-
czenie substancji lipidowej z siateczka $rédplazmatyczng (strzatki). Pow. 72000 X

Fig. 8. Granular endoplasmic reticulum (er), mitochondrium (m) and glycogen gra-

nules (g) adjoining directly the surface of lipid substance. Extensions of this sux-

face have configuration similar to endoplasmic reticulum channels and join the
endoplasmic reticulum (arrows) X 72 000
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po kilka obok siebie (ryc. 3, 4, 5, 6). Wielkos¢ ich dochodzila do kilku
um Srednicy i czesto doréwnywala wielkosci jagdra komoérkowego (ryec.
5, 6). Czes¢ zewnetrzng kropli lipidowych stanowila homogenna, drobno-
ziarnista substancja o sredniej gestosci elektronowej, tworzaca roznej
grubosci, mniej lub bardziej regularna warstwe wokoél optycznie pustej
przestrzeni Srodkowej (ryc. 3, 4). Substancja lipidowa tworzyla cienkg
warstewke o zwiekszonej gestosci elektronowej, graniczacg bezposrednio
z cytoplazmg, nie byla natomiast otoczona blong plazmatyczng (ryec. 7,
8). Mitochondria, kanaly siateczki $rodplazmatycznej, wlokienka glejowe
i ziarna glikogenu przylegaly bezposrednio do powierzchni kropli lipi-
dowych (ryc. 3 i 7). Niekiedy obserwowano polgczenie ziarnistej siateczki
$rodplazmatycznej z substancjg lipidowg (ryc. 8).

Ryc. 9. W wypustce astrocytarnej zawierajacej liczne wlékienka glejowe widoczna
optycznie pusta przestrzen otoczona wagskim rgbkiem homogennej substancji lipi-
dowej. Pow. 19200 X

Fig. 9. Empty-looking space surrounded by narrow rim of homogenous lipid sub-
stance in astrocytic process with great density of glial filaments. X< 19200

Ryc. 10. Waski rabek homogennej substancji lipidowej wokét optycznie pustej prze-
strzeni w cytoplazmie astrocyta. N — jadro komérkowe. Pow. 19200 <

Fig. 10. Narrow rim of homogenous lipid substance around empty-looking space in
cytoplasm of an astrocyte. N — cell nucleus. X 19200

U 3-miesiecznych krolikow ilosé zachowanej substancji lipidowej
zmniejszala sie i w wielu kroplach lipidowych widoczny byl bardzo
waski jej rgbek woko! optycznie pustej szerokiej przestrzeni srodkowej
(ryc. 9, 10). Warstwa homogennej substancji zajmowala czesto tylko
czes¢ obwodu wyplukanych kropli lipidowych, ktére przedstawialy sie
jako optycznie pusta przestrzen w cytoplazmie (ryc. 10). W calym ba-
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danym materiale krolikow pt astrocyty wlokniste wykazywaly przerost
cytoplazmy, zaréwno czesci perykarialnej, jak i wypustek komoérkowych
i bogatg zawartos¢ organelli cytoplazmatycznych, ziaren glikogenu i wio-
kienek glejowych (ryc. 3, 4, 5). Szczeg6lnie duze pomnozenie i zageszcze-
nie wildkienek glejowych w cytoplazmie astrocytow obserwowano u kro-
likow 3-miesiecznych (ryc. 6, 9, 10).

OMOWIENIE

Zlogi sudanofilne obserwowane u krolikow pt w astrocytach istoty
biatej mozdzku przedstawiajg typowy obraz $rodcytoplazmatycznego gro-
madzenia tluszczéw obojetnych w postaci elektronowo-jasnych, czeScio-
wo wypltukanych kropli lipidowych, lezgcych wolno w cytoplazmie bez
otaczajgcej blony plazmatycznej. Morfologicznie nie réznig si¢ one od
drobnych kropli lipidowych powstajacych w wyniku fagocytozy produk-
tow rozpadu mieliny w roznych komoérkach istoty bialej, w tym takze
i w astrocytach wloknistych (Vaughn, Pease 1970; Vaughn i wsp. 1970).
W niektorych doswiadczalnych modelach zwyrodnienia Wallera stwierdza-
no bardzo duzg aktywnos¢ fagocytarna astrocytow (Fernando 1973; Gon-
cerzewicz 1982) z obecnoscig w ich cytoplazmie kropli lipidowych, ktore
osiggajg niekiedy bardzo duze rozmiary (Lassmann i wsp. 1978), podob-
nie jak krople lipidowe w naszym materiale. Uwaza sie, ze pojawienie
sie kropli lipidowych odpowiada koncowej fazie rozpadu lipidow mieli-
ny do stadium estréow cholesterolu, jednak proces ten nie przebiega
jednoczasowo i w cytoplazmie reaktywnych astrocytow wystepuja row-
noczesnie rézne typy wtretow z fragmentami rozpadlej mieliny, ciala
blaszkowate i wielopostaciowe ciala geste z wakuolami lipidowymi (Lass-
mann i wsp. 1978).

W badanym materiale krolikow pt nie obserwowano tego rodzaju
produktow rozpadu mieliny towarzyszgcych bezposrednio kroplom li-
pidowym. Z przedstawionych badan wynika natomiast, ze wystepowanie
sudanofilnych zlogow u mutanta pt czasowo wigze si¢ z okresem mieli-
nizacji i jest najczestsze u krolikow 1-miesiecznych, utrzymuje si¢ w wy-
sokim odsetku przypadkow do 4 miesigca zycia, a nastepnie wyraznie
zmniejsza sie i zanika u zwierzat powyzej 6 miesigca zycia, tj. po okre-
sie aktywnego rozwoju i dojrzewania mieliny, ktéory u normalnych kro-
likow konczy sie okolo 5 miesigca zycia (Almeida, Pearse 1958).

U krolika pt zmiany wystepujace w czasie mielinizacji aksonéw po-
legajg na ostabieniu procesu tworzenia i przyrostu oslonek mielinowych
(Taraszewska 1983; Taraszewska, Zelman 1985) oraz na obnizeniu za-
wartosci lipidow mieliny i zmniejszeniu syntezy glikolipidow (Doman-
ska-Janik i wsp. 1984). W tym okresie zaburzen mielinizacji pojawiajg sig
tez zlogi tluszczowe, ktoére nastepnie zanikaja wraz z zaawansowaniem
i ustaniem czynnego procesu tworzenia mieliny. Powstawanie ich nie
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moze by¢ wiec traktowane jako wynik rozpadu mieliny lecz wydaje sie
zwigzane przyczynowo z uposledzeniem mielinogenezy. Zaburzenie pro-
cesu mielinizacji u mutanta pt charakteryzuje roézny stopien nasilenia
zmian w obrazie mieliny u poszczegélnych zwierzat, ktoremu odpowiada
zroznicowany przebieg kliniczny choroby (Zelman, Taraszewska 1984).
Obecne badania wskazuja réwniez na indywidualne roéznice w ilosci
i wystepowaniu sudanofilnych zlogéow oraz na zalezno$¢ miedzy czesto-
Scig ich wystepowania a nasileniem Kklinicznych objawéw choroby.

Przedstawione wyniki przemawiaja wiec za istnieniem zwigzku mie-
dzy nieprawidlowym przebiegiem mielinizacji i gromadzeniem sudano-
filnych ttuszczow u krolikow pt. Pochodzenie tluszczow odkladanych
w cytoplazmie astrocytow i przyczyny wybioérczego nasilenia tego pro-
cesu w istocie bialej moézdzku nie sg znane. Nie wiadomo, czy tluszcze te
stanowig material niewykorzystany w procesie uposledzonej mielinoge-
nezy czy wtorny produkt zmienionej aktywnosci metabolicznej odeczy-
nowych astrocytow. W obrazie ultrastrukturalnym wykazuja one cechy
substancji wytwarzanej lub metabolizowanej srodkomoérkowo (Fawcett
1966), przypuszczalnie przy udziale ziarnistej siateczki srodplazmatycz-
nej, ktora lgczy sie niekiedy bezposrednio z kroplami lipidowymi (ryc.
8). Vaughn i wsp. (1970) rowniez zwracajg uwage na powigzanie ziar-
nistej siateczki Sroédplazmatycznej z kroplami lipidowymi wystepujacymi
w zwyrodnieniu Wallera i sugeruja, ze moze to $wiadczy¢ o posrednim
tworzeniu kropli lipidowych z kwasow tluszczowych syntetyzowanych
przez komorki z produktéw rozpadu tkanki.

Gromadzenie sudanofilnych tluszezow, niezwigzane z procesami fa-
gocytozy, wystepuje w istocie bialej moézgu we wezesnym okresie mie-
linogenezy u czlowieka (Mickel, Gilles 1970; Jellinger i wsp. 1971) oraz
w mozgach normalnie rozwijajacych sie szczuréow (Ferrer, Sarmiento
1981). Mickel i Gilles (1970) uwazajg, ze przejsciowa obecnos¢é sudano-
filnych kropli w niezréznicowanych komoérkach glejowych mézgu u czlo-
wieka jest fizjologicznym zjawiskiem zwigzanym z lipidogenezg mieliny.
Krople te, zawierajgce estry cholesterolu, moga stanowi¢ wazne zrodlo
kwasow tluszczowych dla syntezy lipidowych kompleksow mieliny. Ma-
terial lipidowy niewykorzystany do syntezy mieliny jest gromadzony
okolonaczyniowo i stopniowo zanika po 6 miesigcach zycia (Jellinger
i wsp. 1971). W dostepnym piSmiennictwie nie znaleziono danych o wy-
stepowaniu podobnego zjawiska u kroélika, natomiast w badaniach wias-
nych obecno$¢ sudanofilnych ttuszczéow stwierdzano wylgcznie u chorych
krolikow pt w okresie mielinizacji aksonow. Wystepowaly one w komor-
kach astrogleju z wybiérczym nasileniem w istocie bialej moézdzku. Wy-
daje sig, ze obecnos¢ kropli lipidowych w komoérkach astrogleju ma inne
znaczenie niz opisane réwniez u kroélika pt komoérki tzw. trzeciego typu
neurogleju obladowane kroplami tluszczowymi (Taraszewska 1983).

W materiale ludzkim patologiczne odkladanie sudanofilnych tluszczow
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w istocie bialej niedojrzalych mozgow opisywano jako tzw. tluszczowe
zmiany neurogleju (neuroglial fatty metamorphosis) (Leech, Alvord 1974;
Schneider i wsp. 1976). Schneider i wsp. (1976) w badaniu ultrastruktu-
ralnym wykazali, ze krople tluszczowe gromadzone sg glownie w ko-
morkach astrogleju charakteryzujacych sie cechami przerostu. Zmiany
te mogg by¢ odwracalne, wystepujg wybiorczo tylko w niektérych obsza-
rach istoty bialej i przypuszczalnie stanowig wykladnik zaburzen meta-
bolicznych wywolanych wczesnym uszkodzeniem niedojrzalych komorek
astrogleju. Wymienieni autorzy nie dopatruja sie zwigzku miedzy gro-
madzeniem tych tluszczéw a procesem mielinizacji, ale stwierdzaja cze-
ste wystepowanie tluszczowych zmian gleju w leucoencephalopathia pe-
rinatalis telencephalica, co tlumacza przez posredni wplyw tych zmian
na proces réznicowania i dojrzewania oligodendrocytow.

Sudanofilne zlogi u mutanta pt maja wiele cech typowych dla zmian
ttuszczowych gleju. Przedstawione badania sugeruja réwnoczesnie za-
leznos¢ przyczynowa miedzy opisanymi zmianami i zaburzeniami mieli-
nizacji, nie wyjasniaja natomiast czy zmiany w astrocytach sg pierwotne
czy wtorne do zaburzen procesu mielinogenezy. Podobny rodzaj sudano-
filnych zlogéw, odpowiadajacy zmianom tluszczowym neurogleju opisa-
no w astrocytach istoty bialej w zespole moézgowo-watrobowo-nerkowym
Zellwegera u czlowieka, zaliczanym do grupy leukodystrofii sudanofil-
nych (Liu i wsp. 1976; Agamanolis, Patre 1979). Okres$lenie zmian meta-
bolicznych w astrogleju, towarzyszacych nieprawidlowej mielinogenezie
u mutanta pt i prowadzgcych do odkladania sudanofilnych tluszczow
w ich cytoplazmie wymaga dalszych badan. Moga one mie¢ rowniez
znaczenie dla lepszego poznania roli astrogleju w procesie prawidlowe]
mielinizacji.

MOP®OJIOTMYECKAS XAPAKTEPUCTUKA CYJAHO®UIIbHBIX OTJIOXKEHUM
HABJIFOJAIOIUXCSA B XO/AE HEITPABUJIbHOM MUEJIMHU3ALIUU V KPOJIMKA pt

Pesome

V xponmka pt ¢ TAIOMHEIMHA3ALMEH LEHTPAIbHOM HEPBHON CHCTEMBI OGHAPYXEHBI CyJaHO-
dnnpHBIE OTIOXEHHS, CKAIUTHBAIOIIMECS CEJIEKTMBHO B OeloM BemecTBe Mo3xkeuka. IIpoBeaeH
aHana3 cpe3oB Geioro BewecTsa rOJIOBHOTO MO3ra, MO3XeYKa H CIMHHOIO MO3ra y KPOJIMKOB pt
C KJMHHYECKAM CHHIPOMOM M y KOHTPOJIbHBIX JKHBOTHBIX B BO3pacTe oT 2 Hexenb Oo 2 yeT. Ox-
packa cyganoMm III u 4€pubiM cymasoM B mana oTpHuaTeNnbHBIA pe3yNbTaT y BCETO KOHTPOJIBHOIO
maTepuana. Y KpoJMKOB pt Haju4ue CyIAaHO(MIBHBIX OTJIOKEHHIA 3aBACENIO OT BO3pacTa W WHTEH-
CHBHOCTH KJIMHHYECKOro cunapoma. OTiioxeHHs 0OHApYXEHBI y BCEX KPOJHMKOB B BO3pacte 4 He-
nens 1y 80% — or 1 no 4 mecsineB. Y KpOJIHKOB pt B Bo3pacTe 2 ¥ 3 Helenb, a Takke oT 6 mecs-
nes 0 1 rona cysaHo(uIbHBI MaTepHall IPUCYTCTBOBAJI COOTBETCTBEHHO B 25% u 289, ciry4aes.
V xponukos pt ctapme 1 roga cymaHo®HIbHBL MaTepuan oTcyTcTBOBaN. CymaHopuibHbIE OTIO-
JKeHus BRICTYNaoT B 91,79, cinyyaeB y KpOJIMKOB B BO3pacTe OT 1 /10 4 MeCANEB NIPH TAXKEJBIX KIIH-
HAYECKHX dopmax 3aboneBanus u B 62,5% ciyyaesB y KPOIMKOB TAKOTO XK€ BO3pacTa, HO ¢ Gonee
JIETKAM Te4yeHHeM OOJe3HH.
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DeXTPOHHOMHKPOCKONMYECKAE HCCIEIOBAaHUA TMOKA3aJM NPHCYTCTBHE B OEJIOM BemecTse
MO3)K€4YKa KpPYIMHBIX JMNAMOBBIX Kamejb, HE OrPaHMWYCHHBIX IUICHKOM, CBOGOAHO MOKOSIIHXCSH
B LMTONIa3Me THIEpPTPOGHYECKHX aCTPOUMTOB. YIIBTPACTPYKTYpA Kanelb THIMYHA IS BHYTDH-
LHTOIIA3MATHYECKOTO CKOIUICHHSI HEHTPAbHBIX JKHPOB.

Ha ocHOBamMM NaHHBIX MCC/IEJOBAHMI MOXHO BBICKa3aTh MPEANONIOKSHHE O HAJWYHM IpH-
YMHHO} 3aBHCHMOCTH MEXMIY CKOIUICHHEM CyNaHO(HIBHBIX )XHPOB B KJIETKAaX aCTPOTJIHM M Hapy-
IIEHUSIMH MHEJIMHOTeHe3a Y KpOJIHKa pt.

MORPHOLOGICAL CHARACTERISTIC OF SUDANOPHILIC DEPOSITS
APPEARING IN THE COURSE OF ABNORMAL MYELINATION IN PT
RABBIT

Summary

In rabbit pt, a mutant with the CNS hypomyelination sudanophilic deposits
were encountered localized selectively in the cerebellar white matter.

Investigations were performed on sections from cerebral, and cerebellar white
matter and spinal cord of rabbits pt in the age from 2 weeks up to 2 years
and on control healthy rabbits of the same age.

Sudan III and sudan black B staining were negative in all control animals.
Sudanophilic deposits were found in the cerebellar white matter of all examined
4-week-old pt rabbits and in 80°% in the group of 1-4-month-old pt rabbits. In
the 2- and 3-week old mutants and in pt rabbits from 6 months up to 1 year
of age sudanophilic material was found in 25% and 28% of cases respectively.
No sudanophilic deposits were found in pt rabbits older than 1 year of age.

Sudanophilic deposits were encountered in 91.79 of 1—4-month-old pt rabbits
with severe course of the disease and in 62.5% of mutants in the same age in
which clinical symptoms were less severe.

Electron microscopic study of the cerebellar white matter revealed the pre-
sence of large lipid droplets without limiting plasma membranes lying freely in
the cytoplasm of the hypertrophic astrocytes. Ultrastructural features of the lipid
droplets were typical of intracytoplasmic neutral fat accumulation.

The author suggests the relationship between accumulation of sudanophilic
lipids in the astroglial cells and abnormal myelination in the pt rabbit.
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Qualitative or quantitative dietary lipid deficiences during develop-
ment, essentially due to the shortage of polyunsaturated fatty acids, cau-
sed a delayed maturation of the central nervous system and also some
irreversible changes in various cerebral structures including myelin
sheaths (White et al. 1971; Wiggins et al. 1978). Lately Fuller and Wig-
gins (1984) have found that brain proteolipid synthesis and its subse-
quent incorporation into the myelin membrane is greatly depressed in
the case of postnatal undernourishment of rats, indicating that undernu-
trition, by inhibition of synthesis of brain myelin proteins and lipids,
results in myelin deficit.

In our earlier studies (Wender et al. 1983a, ¢) we found that a fatty
acid deprived diet during the development of rat produces a reduction
of some myelin lipids with an altered composition of their fatty acids.
Thus, in these experimental conditions a chemically malformed myelin
membrane developed, with an aberant pattern of fatty acids in indivi-
dual lipid fractions. An overdue supply of fatty acids in the diet, in
the course of development, leads to production of a myelin membrane
only slightly overloaded with lipid components and without any changes
in the pattern of fatty acids of the individual myelin lipids (Wender et
al. 1983b, 1985b). The studies of Bourre et al. (1984) demonstrated that
the influence of a diet devoid of n-3 fatty acids is very generalized,
producing alterations in the fatty acid composition of rat brain cells

* Investigations were supported by the Research Grant 10.4.06.3.2 of Polish
Academy of Sciences.
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(neurons, astrocytes and oligodendrocytes) and also of some subcellular
fractions (myelin and synaptosomes).

The problem of the effect of modifications in the chemical pattern
of the myelin membranes evoked by an unsuitable diet on the suscepti-
bility of myelin to the action of noxious agents and subsequently on the
course of demyelinating processes in the central nervous system is al-
most unknown. Our studies (Wender et al. 1985a) have shown, that the
changed lipid composition of myelin induced by the undue or overdue
content of fatty acids in the diet during development of animals decrea-
ses the immunological reactivity to encephalitogenic antigen, decreasing
the incidence of EAE. We have further found that these changes in the
diet during brain maturation influence only insignificantly the reaction
of myelin lipids to cyanide intoxication (Wender et al. 1986).

Following this experimental line we have performed experiments
with triethyltin sulfate intoxication, provoking selective lesions of the
white matter, with formation of spongy changes inside the myelin she-
aths.

MATERIAL AND METHODS

The experiments were performed on white Wistar rats of both sexes,
weighing 200—250 g. Experimental animals were injected intraperito-
neally, with 4 mg triethyl tin sulfate (TET) per kg of body weight. The
animals were sacrificed 5 hrs, 24 hrs and 28 days following TET admi-
nistration, respectively.

The above mentioned experiments were performed: with animals
fed a normal, a lipid-deficient and a lipid-enriched diet. Pregnant fe-
males were divided into three groups, one was fed a specially composed
diet containing 0.12%0 of rape seed oil (artificial fat-deficient diet), the
second group was fed the same diet supplemented with 20% of rape
seed oil (artificial fat-enriched diet), and the third one, serving as the
control group was fed a diet containing 2% of rape seed oil. The exact
formula of the experimental diets is presented in Table 1. The experi-
mental diets were fed to all groups of pregnant rats starting 6 days
before the expected delivery and then continued as the only source of
food for both the nursing mothers and their offsprings, over the whole
postnatal period. The nourishing mixture as well as drinking water we-
re available ad libitum.

Chemical methods. The chemical studies were performed in groups
of six animals each.

The myelin fraction was isolated by differential centrifugation of
the cerebral homogenate in a discontinous sucrose gradient (0.32 and
0.85 M, pH 7.0) essentially according to Norton and Poduslo (1973). The
isolated myelin fraction was washed three times with distilled water,
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each washing procedure being followed by centrifugation at 75000 g
for 15 min. The final sediment was then lyophilized.

Total lipids of the myelin fraction were extracted by the procedure
described by Folch-Pi et al. (1957) and then further separated by means
of combined column and thin layer chromatography. Cerebrosides, sul-
fatides and cholesterol were separated by the method described by Sven-
nerholm (1964), and phospholipids by the techniques of Singh and al.
(1971). Thereafter, cholesterol was estimated by the method of Sperry
and Webb (1950), cerebrosides and sulfatides were quantitated by the
techniques of Radin and al. (1965). Phosphorus content was determined
by the method of Bartlett (1959).

Results were evaluated by the statistical methods in Student’s t-test.

Histological methods. Morphological evaluation of the experimental
disease was based on histological slides obtained from material embedded
in celloidin and stained with hematoxyline-eosine, and according to Nissl
or Woelcke methods.

RESULTS

Clinical observations did not reveal any differences between the ex-
perimental groups of animals immediately after TET injection as well
as in the following period. In experimental animals a clinical syndrom

Table 1. Formula of the experimental diets
Tabela 1. Zestawienie diet

Fatty acid Fatty acid
Cox'strol deficient diet enriched diet
Dieta Dieta z niedoborem Dieta wzbogacona
kontrolna kwaséw tluszczowych w kwasy thuszczowe
Sucrose 200 g 200 g 200 g
Sacharoza
Wheat flower 580 g 604 g 400 g
Maka pszenna
Caseine 100 g 95 g 150 g
Kazeina
Rape seed oil 20 g 1.2 g 150 g
Olej rzepakowy
Potato starch s 4008 40 g 40 g
Skrobia ziemniaczana
Sodium chloride 20g 20g 208
Chlorek sodowy
Choline chloride 10g 10 g 10g
Chlorek choliny
Vitamins (Biovit) 30g 30g 30g
Mieszanka witaminowa (Biovit)
kcal/kg 3414 3309 4150

5 — Neuropatologia Pol. 2/86
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Table 2. Influence of TET intoxication on composition of myelin lipids in rats fed during development diets containing various amouts of lipids
(in mmol/100 g of dry tissue)
Tabela 2. Wplyw zatrucia TET na obraz lipidéw mieliny mézgu szczuréw karmionych w czasie rozwoju dieta z r6zna zawartoscia lipidow
(w mmol/100 g suchej tkanki)

5 hours after TET intoxication
5 godz. po zatruciu TET

24 hours after TET intoxication
24 godz. po zatruciu TET

28 days after TET intoxication
28 dni po zatruciu TET

Lipids Control control deficient  enriched control deficient  enriched control deficient  enriched
Lipidy Norma diet diet diet diet diet diet diet diet deet
dieta niedobér  nadmiar dieta niedobér nadmiar dieta niedobér  nadmiar
normalna  lipidow lipidbw normalna  lipidow lipidow normalna  pilidow lipidow
Cholesterol 31.74+1.1  27.141.0 30.3+1.6 354418 32.540.6 252421 26.9+2.2 28.041.9 288408 30.74-2.0
Cholesterol
Cholesterol esters 0.24+0.02 0.240.04 0.24+0.05 0.74+0.1 0.3+0.02 0.4+0.08 1.3+02 0.5+0.05 041402 0.5+0.01
Estry cgolesterolu
Total galactolipids 25.84+1.2 194+1.1 1794+1.2 213414 185410 172414 184412 147410 140414 17.7+13
Calkowite galaktolipidy
Cerebrosides 14.74+0.5 15.040.8 12.24+0.5 12.3+0.5 145108

Cerebrozydy

2012 159403 14920108407 152407

86T

‘e }9 IopuaM ‘IN



Sulfatides 3.840.1 34402 3.0+02 35401 33402 25+03 34404 25403 23402 32404
Sulfatydy
Total phospholipids 25.34+3.0 24.6+2.2 322423 27.54+1.8 299426 29.242.3 36.24+3.0 245420 29.3428 27.242.2
Calkowite fosfolipidy
Sphingomyelins 24+01 19401 22403 3.0+04 27402 34403 3,5+03 2.8+03 24402 23403
Sfingomieliny ;
Phosphatidylcholine 75403 71405 94+1.0 79403 10.5+0.7 89+08 11.540.8 7.04+0.2 8.5+04 8.7+0.8
Fosfatydylocholina g
Lysophosphatidylcholine 0.7+0.09 14403 19402 2.1+03 09401 22401 23+04 19+03 2.5+05 1.540.2
Lizofosfatydylocholina
Phosphatidylserine-+
-+ phosphatidylinositide 25404 2.240.3 22404 07402 07401 2.4+0.2 14402 23404 2.5+02 1.140.04
Fosfatydyloseryna+
-+ fosfatydyloinozytol
Phosphatidylethanolamine 3.64+03 34404 37403 42409 34401 42404 49405 34406 3.7+03 2.840.3
Fosfatydyloetanoloamina
Plasmalogen 8.6+0.6 8.6+04 129+1.2 9.64+05 11.84+0.8 9.240.5 12.7405 7.240.7 9.840.6 10.8+0.9
Plazmalogen

Significant differences displayed Mean+SE Number of animals in each group: 6

Roznice istotne podkreslono Srednia-+SE Liczba zwierzat w kazdej grupie: 6
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Table 3. Influence of TET intoxication on composition of myelin lipids in rats fed during development diets containing various amounts of lipids

(in % of total lipids)

Tabela 3. Wplyw zatrucia TET na obraz lipidéw mieliny mézgu szczuréw karmionych dieta z rézna zawartoscia lipidow (w % og6lnej zawartosci lipidow)

Lipids Control

5 hours after TET intoxication
5 godz. po zatruciu TET

24 hours after TET intoxication
24 godz. po zatruciu TET

28 days after TET intoxication
28 dni po zatruciu TET

24 control  deficient enriched control  deficient enriched control  deficient enriched
Lipidy Norma diet diet diet diet diet diet diet diet diet
dieta niedobér  nadmiar dieta niedobér  nadmiar dieta niedobér  nadmiar
normalna  lipidow lipidbw normalna  lipidow lipidow normalna  lipidéw lipidow
Cholesterol 38.2+1.9 38.0+1.0 37.64+0.9 41.741.7 40.0+09 350423 32.54+1.1 41.34+14 394403 403+1.3
Cholesterol
Cholesterol esters 0.34+0.1 0.340.1 0.340.1 0.9+0.2 0.4+0.1 0.64+0.1 1.6+0.1 0.840.1 0.640.1 0.7+0.6
Estry cholesterolu
Total galactolipids 311420 27.14+0.7 222416 25.040.6 22.840.9 23.8+0.5 22.3+0.7 21.74+09 20.0+-0.6 232414
Calkowite galaktolipidy
Cerebrosides 26.5+1.9 223406 18.5+1 4 20.9 6 18.74-0.8 204-+0.5 18.14+0.3 18.0-+0.7 16.84-0.5 19.04-1.3
Cerebrozydy http:/ rcm.org.pl
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Sulfatides 46403 48+0.3 37402 41101 41402 34403 4.24+0.5 3.74+0.2 3.2402 42403
Sulfatydy
Total phospholipids 30.4+3.1 346410 399+18 324415 36.8+1.0 40.64+-2.3 43.6+1.3 36.2+1.0 40.0+0.7 358+1.5
Calkowite fosfolipidy
Sphingomyelins 28402 2.740.2 2.740.3 3.61+04 3.31+0.2 3.340.3 42402 41402 3.34+0.5 3.04-0.2
Sfingomieliny
Phosphatidylcholine 9.1+03 9940.5 11.6408 9.3+0.3 12940.7 12.341.2 139406 104+03 11.64+03 114404
Fosfatydylocholina
Lysophosphatidylcholine 0.9+0.1 21+03 24403 2.4+0.2 1.140.1 3.0+01 28403 27401 331405 2.0+0.2
Lizofosfatydylocholina
Phosphatidylserine+
-+ phosphatidylinositide 3.0+06 3.24+0.3 2.740.5 09402 0.840.1 34403 1.640.1 34403 34402 1.540.1
Fosfatydyloseryna+
+fosfoinozytol
Phosphatidylethanolamine 44404 47404 46403 4.940.7 4.240.1 5.840.6 5.8404 5.0+0.2 5.040.3 3.840.2
Fosfatydyloetanoloamina
Plasmalogen > 10.24+0.6 12.04-0.8 159411 11.340.7 145406 12.840.8 1531408 10.6+04 134408 141408
Plazmalogen

Significant differences displayed Mean+SE Number of animals in each group: 6

Roznice istotne podkreslono Srednia-+-SE Liczba zwierzat w kazdej grupie: 6
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Table 4. Influence of TET intoxication on composition of myelin phospholipids in the rats fed during development diefs containing various amounts of lipids
(in % of total phospholipoids)
Tabela 4. Wplyw zatrucia TET na obraz fosfolipidow mieliny mézgu szczuréw karmionych dieta z rézng zawartoscig lipidow (w % ogoélnej zawartoci

fosfolipidow)
5 hours after TET intoxication 24 hours after TET intoxication 28 days after TET intoxication
5 godz. po zatruciu TET 24 godz. po zatruciu TET 28 dni po zatruciu TET
Phospholipids Control  control ~ deficient enriched  control  deficient  enriched  control . deficient enriched
Fosfolipidy Norma diet diet diet diet diet diet diet diet diet

dieta niedobér  nadmiar dieta niedob6ér  nadmiar dieta niedobér  nadmiar
normalna  lipidow lipidow normalna  lipidow lipidbw normalna  lipidow lipidow

Sphingomyelins 9.3+0.7 7.840.6 6.84+08 11.14+1.2 9.0+0.7 8.440.6 9.640.5 11.340.3 8.3+1.1 8.64-0.5
Sfingomieliny
Phosphatidylcholine 29.84-7.2 28.64+1,2 291420 28.741.7 351+1.3 30.0+1.5 31.9+09 287+1.5 29.040.8 31.8+41.2
Fosfatydylocholina
Lysophosphatidylcholine 29+10 6.1+0.7 6.0+-05 74+06 3.0+03 74404 64+09 75405 83+13 56405
Lizofosfatydylocholina
Phosphatidylserine+
phosphatidylinosititide 99+14 92408 6.8409 2.7+04 22404 84405 3.7+02 94409 85+06 4.240.2
Fosfatydyloseryna-
+fosfatydyloinozytol
Phosphatidylethanolamine 144416 13.6+09 11.54+09 15241.6 11.440.5 143405 13.341.1 138+0.8 125408 10.6+04
Fosfatydylostanoloamina
Plasmalogen 33.7+1.2 34.7+1.9 39.8423 349+41.6 39.3+1.0 31.5+19 351+2.0 29.3+41.7 334414 39.2409
Plazmalogen

Significant differences displayed Mean+SE Number of animals in each group: 6

Roznice istotne podkreslono Srednia+-SE Liczba zwierzat w kazdej grupie: 6
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Diet dependent TET pathology of myelin 203

developed, corresponding to that described by Magee et al. (1957) as
typical for TET-induced cerebral edema.

Histological examination disclosed in the experimental animals dif-
fuse spongy changes in the white matter in the form of numerous ir-
regular and sharply delineated empty spaces. The changes were seen
both in the early and in the late period following intoxication without
striking differences between the experimental groups, that is in animals
fed on normal, fat-deficient and fat-enriched diets. No glial or mesen-
chymal reaction could be observed in the edematous white matter.

The studies of myelin lipids in the group of animals kept on normal
diet showed an increase of lysophosphatidylcholine, significant in the
early phase after TET intoxication (5 hours) and also in the later stage
after intoxication (28 days after TET injection). In the late period of
the experiment were found also an increase of the amount of cholesterol
esters and a significant drop of galactolipids, both cerebrosides and sul-
fatides were also noted. The results are presented in detail in Table 2
(absolute values), in Table 3 (relative percentage to total lipid content)
and in Table 4 (relative percentage of particular phospholipids to total
phospholipid content). '

Comparison of the effect of TET intoxication on the pattern of myelin
lipids between the groups of animals fed a fat-deficient and a normal
diets demonstrates some accentuation of the above described changes in
rats fed the lipid-deficient diet, over a period ranging from the last
week of intrauterine life to their sacrifice. The pattern of changes no-
ticed in the group of animals kept on the fat-enriched diet was cha-
racterized additionally by an early increase of cholesterol ester content
and a drop of the content of phosphatidylserine and phosphatidylinositi-
de fractions (see Tab. 2—4).

DISCUSSION

In our experimental approach we studied the effect of very complex
system of external factors acting on the myelination process. First of
all we produced the demyelination by the dietary deficit of fatty acids
during maturation of the brain or we overloaded slightly the central
myelin with lipid components by a fat-enriched diet. The next step
was the production of toxic changes of myelin by the action of the alkyl
tin compound (triethyltin sulfate).

Acute or chronic TET intoxication produces intramyelin vesiculation
by the splitting of myelin lamellae occurring at the intraperiod line
followed by accumulation of perivascular edematous fluid, indicating
some impairment of the permeability of the endothelium (Aleu et al.
1963; Hirano et al. 1968; Leow et al. 1979). TET when applied chronic-
ally produces both spongious changes of the myelin and necrosis of ner-
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ve fibers followed by phagocytosis of the resulting myelin debris by
reactive astroglial cells (Wender et al. 1982). From the molecular com-
ponents of the intraperiod line high molecular weight proteins constitute
the target molecule for the toxic action of TET. In TET intoxication the
metabolism of brain protein is also abnormal. Biochemical studies de-
monstrated a pronounced reduction of labelled leucine incorporation in
the white matter. Reduction of incorporation of proline was not so
marked, although also significant, in the white matter (Wender et al.
1974). Smith and Benjamins (1977) have shown a biphasic course of dis-
turbances of leucine incorporation into the protein fraction, correspond-
ing to myelin proteins.

The myelin lipids in TET-intoxicated animals showed in the early
period of experimental disease an increase of lysophosphatidylcholine.
This phenomenon we have often seen in several demyelinating process-
es, however, mainly in the later period of myelin decomposition (Wender
et al. 1978a,b, 1979). This compound is well known for its high surface
activity, therefore, it is interesting to note that it does not produce de-
cay of myelin membranes in TET-intoxicated animals. In the Ilater
period of the experiment we have also noticed enhanced esterification
of cholesterol and a significant decrease of galactolipids content of the
myelin fraction, what seems to testify that in this phase of the expe-
riment some demyelination takes place.

Rats developing on the fat-deficient diet exhibited after TET-into-
xication, a general pattern of lipid changes in the myelin, similar to
that of normally fed animals, but with an obvious tendency to greater
accentuation of the observed deviations. It is not easy to judge if this
is the result of the greater susceptibility of the myelin of animals de-
veloping in conditions of fat-deficient diet to the action of TET, or sim-
ply the result of overlapping of both external factors. More interesting
seems to be the observation that animals developing in conditions of
fat-enriched diet show in the early period after TET-intoxication the
enhanced cholesterol esterification and some involvement of phospholi-
pids (decrease of phosphatidylserine and phosphatidylinositide), what was
not noticed under the influence of only one of the experimental extern-
al agents. That is why it seems possible to interpret these findings as
proof that the myelin of animals maturing on a fat-enriched diet is
more sensitive to the action of the alkyl-tin compound than the normal
one.

Comparison of three experimental demyelinating processes: immuno-
logically evoked disease (EAE), hypoxia induced by cyanide intoxication
and myelin lesions provoked by TET-intoxication, in animals developing
on an unappropriate diet demonstrated significant differences. Changes
in fatty acid content in the diet decrease significantly the incidence
rate of EAE induced by sensitisation with rat cerebral white matter in
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complete Freund’s adjuvant (Wender et al. 1985). The dietary effect on
the reaction of central myelin to cyanide intoxication is only unsignifi-
cant, since the myelin lipid spectrum showed only a slight tendency to
weaker changes in the experimental conditions of incorrect diet during
brain maturation. In contrast to this, an excess of fatty acids during
brain maturation leads to an increase of sensitivity to the action of
alkyl tin sulfate. The general conclusion from the performed studies
is that an unsuitable diet during maturation of the brain influences the
susceptibility of central myelin to the action of noxious agents.

CONCLUSIONS

1. Deficit of fatty acid during brain maturation leads to some accen-
tuation of lipidic changes in myelin in the course of TET-intoxication.

2. A fat-enriched diet during development enhanced the susceptibility
of cerebral myelin to the action of triethyltin.

3. An unsuitable diet during maturation of the brain influences the
susceptibility to the action of noxious agents, leading to myelin lesions.

WPLYW ZATRUCIA TET NA OBRAZ LIPIDOW MIELINY SZCZUROW
ZYWIONYCH W CZASIE ROZWOJU DIETA Z ROZNA ZAWARTOSCIA
LIPIDOW

Streszczenie

U szezuréw rasy Wistar wykonano badania lipidéw mieliny po podaniu do-
otrzewnowo 4 mg siarczanu tréjetylku cyny (TET) na kg masy ciala, w grupach
zwierzat zywionych w czasie rozwoju dieta normalng, z niedoborem oraz nad-
miarem lipidow.

Badania doprowadzily do nastepujacych wnioskéw:

1. Niedobér kwasOw tluszczowych w czasie dojrzewania moézgu prowadzi do
nasilenia zmian lipidowych w mielinie w czasie zatrucia TET.

2. Dieta wzbogacona w tluszcze podawana w czasie rozwoju nasila wrazliwo$é
mieliny osrodkowego ukladu nerwowego na dzialanie TET.

3. Niewlasciwa jako$ciowo dieta w czasie dojrzewania moézgu zmienia wrazli-
wo$¢ na dzialanie czynnikéw szkodliwych, prowadzgcych do uszkodzenia mieliny.

BJIMSAHUE OTPABJIEHUS TET HA COCTAB JIMITUIOB MMEJIMHA KPBIC,
B IMMTAHUU KOTOPBIX BO BPEMs PA3BUTHUSA COIEPXAJIOCH PA3JIMYHOE
KOJIMYECTBO JIMIITU/I0B

Pe3ome

B pabore mpecTaBneHbI HCCICAOBAaHMS MHENHHA y KPBIC IOPOJbI YHCTAap IOCHE BBEACHHS
BEYTpEOpIomuEHO 4 Mr TET Ha 1 xr maccel Tena. DKCIEPAMEHT NPOBOMMIICA HA TPEX rpynmax
JKHBOTHBIX, PAIIMOH KOTOPBIX OTIMYAJICSI HOPMAJIbHEIM COEPKAHMEM JIMOHMIOB, X HEXOCTATKOM
HIH HA30BITKOM.
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Ha OCHOBaHMM MCCIENOBAaHMA MOXHO CHENaTh CIEAYIOUIHE BBHIBOIBL:

1. HemocTaToOK XHPHBIX KHCIOT B NEPHOJ CO3PEBAaHUS MO3ra NPHUBOMHUT K WHTCHCH(HKAanuUK
JIAOAIOBBIX M3MEHEHHH B MHEIWHE IO BO3JACHCTBHEM oOTpasistomiero semectsa TET.

2. Paumon, comepxainuii #30bITOK KHPOB, BbI3bIBAET B NEPHOJ PA3BATHS IMOBHILIEHHYIO YYB-
CTBHTE/IBHOCTh MHENIMHA LUEHTpPaJbHOM HepBHOM cucTtembl K TET.

3. HenpasuibHOE IMTATAHKE BO BPEMS CO3PEBAHMSA MO3ra BIIHAET HA YyBCTBHTEIBHOCTH K Bpe/-
HbIM (hakTOpaM, BBHI3BIBAIOIIAM IMOBPEXKICHAE MUEIIMHA.
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ZMIANY PATOMORFOLOGICZNE W OSRODKOWYM UKLADZIE
NERWOWYM SZCZURA W NASTEPSTWIE ZATRUCIA
OCTANEM KOBALTAWYM I NIEDOKRWIENIA MOZGU

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

Zatrucie szczura octanem kobaltawym z réwnoczesnym niedokrwie-
niem moézgu prowadzi do wystgpienia zespolu pozapiramidowego z aki-
nezjg, wzmozonym napigciem miesni grzbietu i konczyn oraz okresowym
drzeniem zuchwy i glowy (Bugera i wsp. 1985a). Na ujawnienie sie
zaburzen neurologicznych istotny wplyw ma stopien niedokrwienia moz-
gu. Zespél pozapiramidowy obserwowano tylko u tych szczuréw podda-
nych zatruciu octanem kobaltawym, u ktérych podwigzano réwnoczesnie
obie tetnice szyjne wspolne, natomiast w przypadku zamkniecia tylko
jednej z nich zatrucie przebiegalo bezobjawowo (Bugera i wsp. 1985a).
U zwierzat doswiadczalnych klinicznym objawom zatrucia, przypomina-
jacym objawy wystepujace w chorobie Parkinsona i zespolach parkin-
sonowskich u czlowieka, towarzyszylo obnizenie poziomu dopaminy i spa-
dek stosunku ilosciowego dopamina/GABA, ktéry byl réwniez zalezny
od znacznego zmniejszenia ogélnej puli GABA (Bugera i wsp. 1985b).

W dostepnym pisSmiennictwie nie znaleziono informacji na temat
zmian morfologicznych w OUN w takim modelu zatrucia kobaltem,
w ktérym wystepujg zaburzenia pozapiramidowe. W chorobie Parkin-
sona, ktérej podlozem jest zaburzenie przemiany dopaminy, zesp6l pato-
morfologiczny charakteryzuje postepujace zwyrodnienie i zanik neuronéw
barwnikono$nych pnia mozgu, przede wszystkim istoty czarnej (Meyer
1963; Bernheimer i wsp. 1973). Roéwnoczesnie przyjety jest poglad, ze
uszkodzenie gléwnych szlakéw ukladu dopaminergicznego (nigrostriatal-
nego i mezolimbicznego) i innych struktur tego ukladu, jak réwniez
szlakow innych ukladéw neuroprzekaznikowych moze prowadzi¢ do wy-
stapienia réznorodnych zespoléw chorobowych i zréznicowanych zaburzen
biochemicznych (Costall, Naylor 1973; Ladinsky i wsp. 1976; Pycock,
Norton 1976).
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210 T. Bugera, M. Smialek

Kobalt nalezy takze do grupy pierwiastkow padaczkorodnych, wy-
wolujgcych miejscowe obnizenie poziomu GABA (Seidel i wsp. 1981).
Stwierdzono, ze ognisko uszkodzenia w korze mozgu zwierzat doswiad-
czalnych w wyniku bezposredniego nalozenia tlenku kobaltu stanowi przy-
czyne napadéow drgawkowych z charakterystycznym dla padaczki zapi-
sem EEG (Calasanti i wsp. 1982; Mutani i wsp. 1982; Hocherman, Rei-
chenthal 1983). Badania morfologiczne mozgéw zwierzat z tego typu
napadami padaczkowymi wykazaly ogniskowy obrzek kory moézgowej,
opustoszenia komérkowe, czesto martwice skrzepowa z rozbiérkg makro-
fagows i odczynem glejowym (Willmore, Rubin 1982), a takze uszkodze-
nie ostonek mielinowych (Verhamme 1973).

Istotnym czynnikiem uwzglednianym w mechanizmie toksycznego
dzialania kobaltu jest jego duze powinowactwo do bialek ukladéw blo-
nowych i wywolywanie zaburzen w aktywnym transporcie glukozy, neu-
roprzekaznikow i innych substancji chemicznych biorgeych udzial
w przemianach komoérkowych (Shimizu, Yamamoto 1982; Washio 1982;
Miyamoto 1983). Webb i wsp. (1964) wykazali hamujgce dzialanie jonow
kobaltawych na aktywnos¢ niektorych enzymoéw zwigzanych z ukladem
red-ox z mozliwosciag rozwoju niedotlenienia cytotoksycznego.

Biorgec pod uwage zlozony charakter dzialania kobaltu na OUN,
a w naszym modelu zalezno$¢ klinicznych objawoéw zatrucia kobaltem od
nasilenia niedokrwienia OUN, postanowiono przeprowadzi¢ ocene histo-
logiczng moézgow zwierzat doswiadczalnych dla okreslenia ewentualnego
podloza obserwowanych zaburzen pozapiramidowych.

MATERIAL I METODY

Do badan uzyto 30 szczuréw Wistar, samcow o masie ciala 150—
180 g. Zwierzeta podzielono na dwie grupy. W grupie I liezgcej 12 szczu-
réow, w uspieniu gammabutyrolaktonem podanym dootrzewnowo w roz-
tworze soli fizjologicznej w dawce 500 mg/kg masy ciala, wstrzykiwano
do tetnicy szyjnej wspolnej lewej octan kobaltu w roztworze soli fizjo-
logicznej w ogolnej objetosci 50 pl i bezposrednio po wstrzyknieciu pod-
wigzywano te tetnice. Dawka wstrzyknietego kazdorazowo kobaltu
w przeliczeniu na Co** wynosita 1 mg. Czas przezycia zwierzat tej gru-
py wynosil 5 i 30 dni. W drugiej grupie u 18 szczuréw wykonano po-
dobny zabieg operacyjny i dodatkowo podwigzano tetnice szyjng wspol-
ng prawg. Zwierzeta, ktore przezyly usmiercano po 5 dniach. W mo-
mencie konczenia do$wiadczenia po otwarciu klatki piersiowej wykony-
wano przezsercowg perfuzje zobojetnionym 10% roztworem formaliny
w 0,9% roztworze NaCl pod cisnieniem 80—100 mm Hg. Do badan
w mikroskopie $wietlnym pobierano mozgowie, rdzen kregowy, watro-
be i nerke. Po dotrwaleniu przez 24 godziny w plynie perfuzyjnym,
moézgowie i rdzen kregowy krojono w plaszczyznie czolowej na poziomie
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skrzyzowania wzrokowego, w pelni rozwinietych zwojéw podstawy, $roéd-
mozgowia, mostu wraz z moézdzkiem i opuszki oraz wszystkich odcinkow
rdzenia kregowego. Bloki tkankowe przeprowadzano rutynowo do para-
finy. Skrawki z OUN barwiono hematoksyling i eozyng oraz wedlug
metody Klivera—Barrery; skrawki z watroby i nerki — hematoksyling
i eozyna.

Nie wykonywano oddzielnych badan na szczurach z jedno- i obu-
stronnym podwigzaniem tetnicy szyjnej wspélnej wykorzystujgc do tego
celu material archiwalny Zakladu Neuropatologii CMDiK PAN, obejmu-
jacy mozgi szczuréw w tym samym wieku i z takim samym czasem prze-
zycia.

WYNIKI

Obserwacje kliniczne

Z 12 szczurow grupy I, ktére zatruwano octanem kobaltawym przy
jednostronnym podwigzaniu tetnicy szyjnej wspélnej, dwa szczury padly
bezposrednio po zabiegu z objawami obrzeku ptuc. Pozostale szczury po
24 godzinach od zabiegu operacyjnego wykazywaly mniejszg ruchliwoseé,
natomiast po 48 godzinach nie réznily sie od zdrowych zwierzat. Szczury
rosly i wykazywaly przyrost masy ciala do konca obserwacji.

W grupie II sposréd 18 szczuréw poddanych zatruciu octanem ko-
baltawym przy podwigzaniu obu tetnic szyjnych wspélnych, 10 zwierzat
padlo bezposrednio po zabiegu. U szczurow, ktére przezyly po 24 godzi-
nach obserwowano zmniejszenie aktywnosci ruchowej, wzmozenie napie-
cia mieSniowego i okresowe drzenia zuchwy oraz glowy. Objawy neuro-
logiczne stopniowo narastaly wraz z towarzyszacym obnizeniem laknienia
i postepujagcym spadkiem wagi ciala. Dwa szczury padly po 4 dniach
od zabiegu.

W narzagdach wewnetrznych szczuréw obu grup doswiadczalnych nie
stwierdzono makroskopowo uchwytnych zmian, réwniez badanie mikro-
skopowe nerek nie ujawnilo w nich zmian histologicznych. Natomiast
badanie mikroskopowe watroby wykazalo u zwierzat obu grup doswiad-
czalnych z 5-dniowym przezyciem rozluznienie ukladu beleczkowego zra-
zikéw oraz pojedyncze ogniska zwyrodnienia i rozpadu komoérek watro-
bowych, zaréwno w czesci srodkowej zrazikéw, jak i wokél przestrzeni
bramnych. U szczuréw grupy I z 30-dniowym przezyciem obserwowano
zwyrodnienie hepatocytéw z zatarciem ukladu beleczkowego i budowy
zrazikowej watroby.

Badanie neuropatologiczne

U szczuréw z zespolem piramidowym badanie mikroskopowe ujawni-
fo nieprawidlowosci we wszystkich strukturach bialych oraz stosunkowo
nieznaczne, rozsiane zmiany w strukturach szarych. W warstwie brzez-
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Ryc. 1. Zmiany gagbczaste w warstwie brzeznej kory plata czolowego szczura z ze-
spolem pozapiramidowym. H—E. Pow. 200 X
Fig. 1. Spongy changes in the marginal layer of frontal cortex in rat with extra-
pyramidal syndrome. H—E. X 200

Ryc. 2. Pojedyncze obkurczone i nadbarwliwe neurony, niektére z korkociggowaty-
mi wypustkami w korze centralnej moézgu szczura z zespolem pozapiramidowym.
H—E. Pow. 400 X
Fip. 2. Shrunken and hyperchromatic neurons, some of them with korkscrew-
-like axons in the central cortex of rat with extrapyramidal syndrome. H—E.
X 400

Ryc. 3. Liczne drobne jamki w istocie bialej plata czolowego w moézgu u szczu-
ra z zespolem pozapiramidowym. H—E. Pow. 200 X
Fig. 3. Numerous small cavities in the white matter of frontal lobe in rat with
extrapyramidal syndrome. H—E. X 200

Ryc. 4. Spoidlo wielkie z rozluznionym ukladem wildkien i poszerzonymi przestrze-
niami wok6l pasm komérek oligodendrogleju. Szczur z zespolem pozapiramidowym.
H—E. Pow. 400 X
Fig. 4. Loosening of fibers arrangement and dilated spacces around oligodendro-
glia cells in the corpus callosum of rat with extrapyramidal syndrome. H—E.
X 400
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nej kory pétkul moézgowych obserwowano rozluznienie utkania w zwiaz-
ku z obecnoscig licznych okraglych lub owalnych jamek, ktérych nagro-
madzenie skladalo sie na obraz podoponowego zgabczenia tkanki (ryc.
1.), zmniejszajacego sie¢ w kierunku glebszych warstw kory. Na pograni-
czu tych zmian spotykano wsroéd dobrze zachowanych komoérek nerwo-
wych rozsiane neurony obkurczone i nadbarwliwe, niekiedy z dlugimi
wypustkami o korkociggowatym przebiegu (ryc. 2). Wystepowaly one
w sposob rozsiany nie tylko w korze nowej, ale takze w zakrecie hipo-
kampa, zwlaszcza w obrebie blaszki zebatej na pograniczu z istotg bialg
oraz w strukturach podkorowych, zwlaszcza w galce bladej i we wzgo-
rzu. Istota biala potkul moézgowych miala rozrzedzong strukture dzieki
obecnosci licznych, réznej wielkosci mikrojamek (ryc. 3). W ich obrebie
czasami byly widoczne ciemno zabarwione elementy morfotyczne, wsréd
ktéorych mozna bylo niekiedy rozpozna¢ obkurczone jadra komoérek gle-
jowych. W spoidle wielkim wsrod porozsuwanych wlokien obserwowano
poszerzone przestrzenie wokél pasm jgder oligodendrocytow (ryec. 4).
Podobne zmiany obserwowano rowniez w obrebie sklepienia, przy czym
zgabczenie tkanki bylo szczegoélnie nasilone w sgsiedztwie komory III.
Bardziej nasilona mikrowakuolizacja zaznaczala sie takze w otoczeniu
komor bocznych (ryc. 5), zwlaszcza w obszarze przylegajacym bezposred-
nio do warstwy komorek wysciotki. W skrzyzowaniu wzrokowym zwra-
calo uwage zréznicowanie wielkosci mikrojamek (ryc. 6.), wérod ktérych
zdarzaly sie pojedyncze znacznie wieksze egzemplarze. Podobnie ksztal.-
towaly si¢ zmiany w torebce wewnetrznej oraz w peczkach widkien strio-
pallidarnych. W obrazie prazkowia zwracalo uwage bardzo znaczne po-
szerzenie przesirzeni okolonaczyniowych (ryc. 7), bardziej nasilone niz
w pozostatych strukturach OUN. Zgagbczenie tkanki w obrebie pnia moéz-
gu i opuszki bylo ogdlnie bardziej nasilone niz w obrebie p6tkul moézgo-
wych, jakkolwiek i w ich obrebie zréznicowane w nasileniu w poszcze-
golnych strukturach bialych. W niektoérych ukladach dlugich dréog mikro-
jamki charakteryzowaly sie znacznym zroznicowaniem wielkosci i ksztal-
tu. Widoczne byly wsréd nich réwniez mikropecherzyki o nieregularnych
ksztaltach, powstale z polgczenia mikrojamek (ryc. 8). Niekiedy wewnatrz
mikrojamek znajdowano owalne struktury, wolno lezace lub przylega-
jace do ostonki mielinowej (ryc. 9) nie mozliwe do zidentyfikowania na-
wet w powiekszeniach imersyjnych. W obszarach najwiekszego zggbcze-
nia tkanki widoczne bylo wspélistniejgce uszkodzenie wldkien mielino-
wych. Struktury szare pnia mozgu i opuszki nie wykazywaly szczegdlnych
uszkodzen nawet w bezposrednim sgsiedztwie nasilonych zmian ggbcza-
stych. W obrebie istoty czarnej (ryc. 10), podobnie jak i w innych
ugrupowaniach jadrowych, spotykano wsroéd nie zmienionej populacji ko-
morek nerwowych mniej lub bardziej liczne hiperchromatyczne neuro-
ny. Nieprawidlowo$ci w moézdzku mialy podobny charakter, jak i w in-
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Ryc. 5. Drobnojamkowe zwyrodnienie istoty bialej w otoczeniu komory bocznej
u szczura z zespolem pozapiramidowym. H—E. Pow. 200 X

Fig, 5. Microcavities in the region of lateral ventricle in rat with extrapyramidal
syndrome. H—E. X 200

Ryc, 6. Liczne jamki w skrzyzowaniu nerwéw wzrokowych u szczura z zespo-
lem pozapiramidowym. W jadrze nadwzrokowym liczne ciemne neurony. H—E.
Pow. 200 X

Fig. 6. Abundant microvacuolization in the optic chiasm of rat with extrapyramidal
syndrome. In supraoptic nucleus numerous dark neurons are visible. H—E. X< 200

Ryc. 7. Prazkowie. Znacznie poszerzone przestrzenie okolonaczyniowe i pojedyncze
nadbarwliwe neurony u szczura z zespolem pozapiramidowym. E—E. Pow. 400 X

Fig. 7. Striatum. Marked dilatation of perivascular spaces and single hyper-
chromatic neurons. Rat with extrapyramidal syndrome. E—E. X 400

Ryc. 8. Zwyrodnienie ggbczaste z uszkodzeniem wldkien mielnowych w $réd-
mozgowej czeSci nerwu trojdzielnego szczura z zespolem pozapiramidowym. Klii-
ver—Barrera. Pow. 400 X

Fig. 8. Spongy changes with degeneration of myelin fibers in the midbrain part of
trigeminal nerve in rat v{th_ 77:trapyramida1 Fyndrome. Kliiver—Barrera. X 400
http://rcin.org.p




Neuropatologia zatrucia kobaltem 215

Ryc. 9. Most. Zwyrodnienie ggbczaste w obszarze szwu u szczura z zespolem poza-
piramidowym. Kliiver—Barrera. Pow. 200 X
Fig. 9. Pons. Spongy degeneration and myelin damage in the region of raphe. Kli-
ver—Barrera. X 400

Ryc. 10. W wiekszo$ci dobrze zachowane neurony istoty czarnej $rédmoézgowia
u szczura z zespolem pozapiramidowym. H—E. Pow. 200 X
Fig. 10, The majority of neurons of the substantia nigra well preserved, some
of them hyperchromatic. Rat with extrapyramidal syndrome. H—E. X 200

Rye. 11. Liczne rozsiane jamki w istocie bialej mézdzku u szczura z zespolem poza-
piramidowym. Komoérki Purkinjego i komoérki warstwy ziarnistej zachowane. H—E.
pow. 200 X
Fig. 11, Numerous microcavities in the cerebellar white matter in rat with extra-
pyramidal syndrome. Granular and Purkinje cells preserved. H—E. X 200

Ryc. 12. Niewielkie rozluZnienie utkania w warstwie brzeznej kory plata czolowe-
go. W glebszych warstwach widoczne ciemne obkurczone neurony. Szczur bez obja-
woéw neurologicznych (po zatruciu octanem kobaltu i jednostronnym podwigzaniu
tetnicy szyjnej wspblnej). H—E. Pow. 200 X
Fig, 12. Slight loosening of tissue structure in the marginal layer of frontal cortex.
In the deeper cortical layers shrunken and hyperchromatic neurons are visible.
Rat without neurological symptoms after cobaltous acetate intoxication and uni-
lateral occlusion of the common carotid artery. H—E. X 200
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nych strukturach OUN ze zggbczeniem calej istoty bialej i stosunkowo
dobrze zachowanym obrazem kory oraz jader moézdzku (ryc. 11). W ba-
danych odcinkach rdzenia kregowego wszystkie szlaki wstepujace i zste-
pujace przedstawialy obraz niemal jednolitego zgabczenia. Neurony za-
réwno ruchowe, jak i czuciowe nie wykazywaly istotnych zmian.

W mozgach zwierzat grupy I klinicznie bezobjawowych rozluznienie
tkanki w strukturach bialych bylo stabo zaznaczone (ryc. 12), a w stru-
kturach szarych tylko sporadycznie obserwowano obkurczone, nadbarwli-
we komorki nerwowe.

OMOWIENIE

Zmiany morfologiczne w mozgach szczuréw z zespolem pozapirami-
dowym nie wykazujg podobienstwa do zmian morfologicznych wystepu-
jacych w chorobie Parkinsona. Z patologii ludzkiej i prac do$wiadczal-
nych wiadomo, ze zespoly parkinsonowskie wystepuja w nastepstwie
dzialania roznych czynnikéw patogennych, a towarzyszacy im obraz
zmian tkankowych i ich topografia sa zréznicowane w poszczeg6lnych
procesach chorobowych. W zatruciu manganem u czlowieka, w przebiegu
ktorego wystepuja rowniez objawy pozapiramidowe, w obrazie zmian
histopatologicznych przewazajg zwyrodnienia i ubytki neuronalne w nie-
ktorych strukturach podkorowym oraz w korze moézgu (Neff i wsp. 1969;
Jonderko 1970; Chandra 1972). Natomiast w modelu doswiadczalnego
zatrucia manganem bez objawoéw pozapiramidowych obserwowano nie-
prawidlowosci przede wszystkim istoty bialtej mozgu ze stosunkowo nie-
wielkim uszkodzeniem struktur szarych (Smialek, Mossakowski; Mossa-
kowski i wsp. 1982, 1983). Z kolei w modelu zatrucia manganem szczura,
przy zastosowaniu takiej samej drogi jego podania i takiej samej dawki
jak w badanym modelu zatrucia kobaltem, uzyskano réwniez przejSciowe
objawy pozapiramidowe (Kosicka i wsp. 1985), przy czym w obu mo-
delach zespolowi pozapiramidowemu towarzyszylo obnizenie stosunku
dopamina/GABA (Bugera i wsp. 1985b; Kosicka i wsp. 1985) w moézgach
zwierzat doswiadczalnych.

W patomechanizmie rozwoju zespolu pozapiramidowego u szczuroéw
po zatruciu octanem kobaltawym nalezy uwzgledni¢ mozliwos¢ udzialu
nieprawidlowosci w istocie bialej wystepujacych we wszystkich jej for-
macjach. Z piSmiennictwa wiadomo, ze widkna nerwowe majg duzg zdol-
nos¢ do wigzania jonow kobaltawych z przestrzeni miedzykomoérkowych
(Iwaga, Inubushi 1983). Ponadto kobalt po wniknieciu do komorki ulega
szybkiemu przemieszczeniu drogg transportu aksonalnego (Hackey, Alt-
man 1982; Miyamoto 1983). Fakty te moglyby tlumaczy¢ lokalizacje
i rozleglo$¢ zmian strukturalnych obserwowanych u naszych zwierzat.
Niewielkie zmiany morfologiczne w perykarionach komoérek nerwowych
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moga miedzy innymi wynika¢ z braku zdolnosci niektérych bialek cyto-
zolu do wigzania kobaltu w przeciwienstwie do szeregu innych metali
(Waalkes i wsp. 1982). W naszym modelu doswiadczalnym objawy poza-
piramidowe moga wiec wigza¢ sie z zaburzeniami w drogach lgczgcych
w OUN osrodki dopaminergiczne. Uszkodzenie tych szlakoéw, podobnie
jak i szlakéw innych neuroprzekaznikow regulujgcych ich czynnosé, ma
istotne znaczenie tak w chorobie Parkinsona, jak i zespolach parkinso-
nowskich (Pycock 1976).

Neurotoksyczne dzialanie kobaltu, znajdujgce wykladnik morfologicz-
ny w postaci mikrowakuolizacji istoty bialej, moze wigzaé¢ sie z duzg
zdolno$cig jonéw kobaltawych do wbudowywania si¢ w uklady blonowe
i wolne kanaly wapniowe miejsc aktywnego transportu substancji biolo-
gicznie czynnych (Baker 1972; Meyer, Cooper 1983; Miyamoto 1983).
W powigzaniu z wplywem na struktury blonowe komérki tlumaczono
depolaryzacje komorek glejowych po zadzialaniu jonami Co** (Potapov
1983). Mozna przypuszczaé, ze zatrucie kobaltem szczura prowadzi do
zaburzenia w przemianie komoérek glejowych, glownie w gleju skgpo-
wypustkowym, co w efekcie moze prowadzi¢ do rozwoju zmian struktu-
ralnych obserwowanych w istocie bialej.

Okreslenie wplywu niedokrwienia mézgu o odpowiednim nasileniu na
ujawnienie sie zespolu pozapiramidowego i rozwoéj charakterystycznych
zmian morfologicznych w istocie bialej w zatruciu kobaltem wymaga
dalszych ukierunkowanych badan.

Autorzy dziekuja Paniom Teresie Bok i Marii Raubo za staranng pomoe
techniczng.

ITATOMOP®OJIOTMYECKUE M3MEHEHUSA B LIEHTPAJIBHOV HEPBHOM
CHUCTEME KPBIC BBI3BBAHHOW MHTOKCUKAIIMEN ALIETATOM KOBAJIBTA
M VIIEMUEN MO3TA

Pesiome

OueHuBaAIACH TATOMOPGOIOrHYeCKHE H3MEHEHHS B LEHTPAJILHOW HEPBHOM CHCTEME KpBLIC
Bucrap, XOTOpHIM IOCH€ MOABA3KH ONHOM OOWIel COHHOM apTepUH HWHTPAAPTEPHANBHO (BHIIIE
NepEBs3KH) BOPHICKMBAJICA aueTaT kobanbTa B pacTBOpe (U3MOIIOrHYECKOM COJIM, COAEpIKAIImiA
1 mr Co*+. JKMBOTHBIE U3 3TOM IpyNmBI JOCTATaMHA Bo3pacTa S u 30 gueis. KphICh! #3 BTOPOI rpymmsl
TOJBEPraNuCh TAKOM e ImpoLeaype ¢ ZoGaBOYHOK mepeBs3Koi BTOpOoil CoHHOl aprepun. Kiunu-
YeCKH y KpbIC I rpymmel BpeMEHHO NOHMXKAJAaCh JBHraTeJIbHAs aKTHBHOCTH, a y Kpbic II rpymmst
YCHJTMBAJIACh JKCTPANAPAMHANAIBHBIE CHAMITOMEI M YMEHBIIAJAach Macca Telna.

B o0omx sKCIEpAMEHTANbHBIX Ipynnax Obuma OOHApPYXEHBl paccesHHBIC Hecmenupuyeckue
HEBPOHABHBIC IIOBPEX/ICHAS CEPHBIX CTPYKTYp, 60liee YHCIECHHBIE Yy KPBIC C 9KCTPANMPAMHIAIIb=
HBIM CHHIPOMOM 4TO IO BCEHl BEPOSTHOCTH SBIAETCS PE3yNbTATOM MiemMud Mo3ra. Bo Bcex Ge-
JIBIX CTPYKTypax ObLl OOHapyXeH CHOHIé3 TKaHM B MHEKPOBaKyanm3auus, Oojee 3HAYHTENBHO
NPOSBJISIOIIMAECS Y KPBIC C 3KCTPanMpaMHJAIBHBIM CHHADOMOM.
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PATHOMORPHOLOGICAL CHANGES IN THE CNS OF RAT FOLLOWING
COBALTOUS ACETATE INTOXICATION WITH SIMULTANEOUS
BRAIN ISCHEMIA

Summary

Morphological studies were performed on Wistar rats in which cobaltous
acetate solution containing 1 mg of Cot+ was injected into the left common ca-
rotid artery directly before its ligation. Animals of this group survived 5 or
30 days after operation. In the second group of rats similar operation was per-
formed beeing followed by the ligation of the right common carotid artery. These
animals survived 5 days. Rats of the first group exhibited only temporary de-
crease of the motor activity, whereas the animals of the second group developed
progressive extrapyramidal syndrome with concomitant loss of the body weight.
Histological examination revealed in the grey structures disseminate neuronal al-
terations, more numerous in rats with the extrapyramidal symptoms, probably
resulting from cerebral ischemia. The most striking were microvacuolization and
spongy changes in the all white structures far more pronounced in the second
group of rats.
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Natural scrapie in sheep and goats (Dickinson 1976), kuru (Gajdusek
et al. 1966), Creutzfeldt-Jakob disease (Gibbs et al. 1968), transmissible
mink encephalopathy (Marsh, Hanson 1979) and chronic wasting disease
in mule deer and elk (Williams, Young 1982; Bahmanyar et al. 1985)
are grouped together as transmissible spongiform encephalopathies. Be-
cause of the lack of spongiform changes in numerous cases infectious
degenerative encephalopathies may be a better name for this group of
diseases.

All these neurological disorders are characterized by a long incuba-
tion period lasting from months to decades. They follow a slow protrac-
ted course, are always fatal, and, from the neuropathological point of
view, are “degenerative” diseases (Gajdusek 1977; Fraser 1976, 1979a,b,c;
Kimberlin 1984).

The degenerative brain pathology of this group of disorders consists
of neuronal loss, spongiform changes, and astrocytic reaction. All three
phenomena are encountered to a different extent in various models of
scrapie or its counterparts (Fraser 1976, 1979a,b,c; Liberski, Alwasiak
1983). The true nature of the astrocytic changes is only poorly under-
stood (Fraser 1979a); it is not clear whether proliferation of astrocytes
(hyperplasia) or only astrocytic hypertrophy are responsible for the ap-
parent increase of the number of astrocytes observed under the light
microscope.

In 1979 Fraser introduced the term “gliocytosis”, later changed to
“sclerosis” (Scott, Fraser 1984) to define proliferation of astrocytes ac-
companied by some changes in their morphology and a proliferation of
rod-like microglial cells. Gliocytosis, described in murine scrapie is
a very rare phenomenon, observed in about 1% of 50 000 mouse brains
(different combination of scrapie-agent strains and mouse genotypes) by
Fraser (1979a,b,c).
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This aim of this contribution is to document the presence of gliocy-
tosis in a model of hamster scrapie (263K strain), where this phenomenon
is a more consistent feature of the neuropathological picture

MATERIAL AND METHODS

Strain of scrapie

The 263K strain of scrapie was used (kindly provided by Dr. R. H.
Kimberlin, ARFC and MRC, Neuropathogenesis Unit, Edinburgh, UK.
after cloning by serial intracerebral passages at limiting dilution of ino-
culum. This strain was originally isolated by passage in hemsters of the
Chandler isolate of murine scrapie (Kimberlin, Walker 1977. 1978), which,
in turn, was primarily isolated in mice from “drowsy goets” (Chandler
1961).

Animals, inoculation, measuring of incubation period

Six week-old hamsters of both sexes from an outbred local colony
(Medical Academy %o6dz, Department of Oncology, head: prof. L. Woz-
niak) were used. The animals were injected with the supernatant after
centrifuging (1600 g. 10—15 minutes) a 10%e (w/v) scrapie brain homo-
genate in a 0.9% sodium chloride. 0.05 ml of the supernatant was in-
jected into the right hemisphere under light ether anesthesia. The ani-
mals were inspected daily for unequivocal signs of scrapie—namely tre-
mor, ataxia and ruffled fur. The incubation period was measured from
the time of inoculation to the appearance of the first unequivocal signs
of scrapie.

Histological procedures

The animals were decapitated under light ether anesthesia. The brains
were immersion-fixed in 10% buffered formalin and embedded in pa-
raffin. The four standard sections were cut coronally as described pre-
viously (Liberski, Alwasiak 1983) and stained with HE, and Masson’s
trichrome. The details of neuropathological examination are described
elsewhere (Liberski, Alwasiak 1983).

Electron microscopic techniques

Animals were anesthetised with chloral hydrate and perfused through
the heart with 50 ml of 1.25% glutaraldehyde and 1°/s paraformaldehyde
in cacodylate buffer at pH 7.2, followed by 100 ml of 5% glutaraldehyde
and 4% paraformaldehyde in cacodylate buffer at pH 7.2. The brains
were removed immediately after perfusion and 1—2 cubic mm samples
were dissected from the frontal and parietal lobes, the cerebellum, tha-
lamus and brain-stem and left overnight in the second fixative. The
samples were postfixed in 1% osmium tetroxide and embedded in Epon
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812. Sections were cut using an LKB Ultratome III. Semithin sections
were stained with methyl blue and ultrathin sections with lead citrate
and uranyl acetate. These were examined using JEM 100C JEOL and
Zeiss EM 109 electron microscopes.

RESULTS

Both astrocytic hypertrophy and hyperplasia were observed (Figs
1, 2). Brain stem, thalamus, hypothalamus and hippocampus were part-
icularly affected in this order of severity and it seemed that prolifera-
tion of astrocytes correlated with spongiform changes but not with neu-
ronal loss. In the hippocampus the astrocytic changes were seen both in
the pyramidal cell (regions CA; and CAy) and in the granular cell layers
of the fascia dentata. The proliferation of astrocytes (true hyperplasia)
was evident and different stages of mitoses recognized. Many astrocy-
tes were similar to the “naked nuclei” of Alzheimer II cells; others con-
taining lobulated and bizarre multiple nuclei were more reminiscent of
reactive gemistocytes or transformed nuclei of progressive multifocal
leukoencephalopathy (Figs 1, 2). Proliferation of glial fibers and forma-
tion of Rosenthal fibers were observed. Proliferation of astrocytes was
accompanied by multiplication of rod-like microglial cells, in the manner
described as gliocytosis by Fraser (1979a,b,c). It should be stressed, how-
ever, that gliocytosis was also observed when the cellular pattern of the
hippocampus was undamaged.

Electron microscopic examination added to the picture of gliocytosis
observed by light microscopy. The nuclei of astrocytes were character-
istically pale with chromatin clumped beneath the nuclear membrane.
The cytoplasm was filled with myriads of proliferating glial fibrils and
contained numerous mitochondria (Fig. 3). In some areas, particularly
in the brain stem, bundles of glial fibrils formed a complicated inter-
woven network, which wirtually replaced other cellular elements
(Fig. 4).

DISCUSSION

The 263K strain of scrapie emerged in a process of strain selection
over the first 3—5 passages in hamsters (Kimberlin, Walker 1977, 1978).
Because of this the description of the pathology of earlier passages were
not typical of 263K although the presence of severe astrocytic hyper-
trophy was stressed (Marsh, Kimberlin 1975). In the present study the
cloned 263K strain was used and both hyperplasia and hypertrophy of
astrocytes were observed with the highest incidence in the brain stem,
thalamus and hypothalamus. The overall incidence of gliocytosis, as
defined by Fraser (1979) is much higher in hamsters infected with 263K
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Fig. 1. Astrocytic proliferation (hyperplasia) in the hippocampus: ¢ — Alzheimer II

like cells. H—E X 400; b — double astrocytic nuclei suggesting local mitosis (short

arrow), Alzheimer II like cells (long arrows). H—E X 400; ¢ — numerous Alz-
heimer II like cells inside the fascia dentata. H—E X 160; mitosis. H—E X 400

Ryc. 1. Proliferacja astrocytéw (hiperplazja) w hipokampie: @ — komérki przypo-

minajgce komérki Alzheimera typu II. H—E, pow. 400 X; b — podwdjne jadra

astrocytéw sugerujgce mitoze (krétka strzalka) oraz komoérki przypominajgce ko-

mérki Alzheimera typu II (diugie strzatki). H—E, pow. 400 X; ¢ — liczne komoérki

przypominajgce komoérki Alzheimera typu II w obrebie fascia dentata. H—E, pow.
160 X; d — mitoza. H—E, pow. 400 X
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Fig, 2. Astrocytic proliferation in the hippocampus and the brain stem: a, b, ¢ —

bizarre, lobulated astrocytic nuclei. H—E X 400; e — Alzheimer II like cells (ar-

rows) in the CA; region of the pyramidal cells layer of the hippocampus. H—E,

X 400; d, | — proliferation of the astrocytes with abundant production of glial
fibers in the brain stem. Masson’s trichrome, X 160

Ryc. 2. Rozplem astrocytébw w formacji hipokampa i w pniu mézgu; a, b, ¢ —

dziwaczne ksztalty jader astrocytéw. H—E, pow. 400 X; e — komoérki przypomi-

najace komoérki Alzheimera typu II (strzalki) w rejonie CA, warstwy komorek

piramidowych formacji hipokampa. H—E, pow. 400 X; d, f — proliferacja astro-

cytébw z masywnym tworzeniem wldkien glejowych w pniu moézgu. Met. tréj-
barwna Masson7/ pow. 160
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strain of scrapie than in murine scrapie (Fraser 1979a,b,c; Scott, Fraser
1984), in which gliocytosis is extremely rare. This difference of astro-
cytic reactivity according to species is interesting .but whether it is
a feature of hamsters or of strain 263K (or a contribution of the both)
can only be decided by studying other scrapie strains in hamsters or
by studying 263K in mice if passage in mice is ever achieved (Kim-
berlin, Walker 1977, 1978).

Despite the fact that astrocytic changes were recognized early as
one of the hallmarks of transmissible spongiform encephalopathies, the
background mechanism of this is only partly understood (Fraser 1976,
1979a,b,c). In two earlier studies performed in goats (Hadlow 1961) and

Fig. 3. Astrocytic cells. Abundant proliferation of glial fibrils (stars) and numerous
mitochondria (dots). N — nucleus. X 26 000

Ryc. 3. Komérka astrocytarna. Zwraca uwage proliferacja gliofibryli (gwiazdki) oraz
liczne mitochondria (ciemne kotka). N — jadro. Pow. 26 000 X<
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rats (Pattison 1965; Pattison, Jones 1967) the problem of hypertrophy
versus hyperplasia of astrocytes was not settled. In the cited study
Hadlow (1961) found both hypertrophy and hyperplasia of astrocytes,
which parallelled spongiform changes. However, in some cases the in-
tensity of the glial reaction was much more s&vere than that of spongi-
form changes and concomitant neuronal loss. Hadlow (1961) described
also astrocytic nuclei reminiscent of “naked” nuclei of Alzheimer II
cells. On the contrary, Pattison (1965) and Pattison and Jones (1967)

Fig. 4. Abundant proliferation of astrocytic processes containing glial fibrils (stars)
and forming pseudomembraneous structures (dark rectangles). Dots — mitochondria.
X 26 000

Ryc. 4. Masywna proliferacja wypustek astrocytarnych zawierajacych gliofibryle
(gwiazdki) i tworzgcych struktury pseudoblonowe (ciemne kwadraty). Pow. 26 000 X
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found marked hypertrophy but not hyperplasia of astrocytes and even
suggested (Pattison 1965) that the astrocytes were the primary target of
the disease; a view also shared by some other investigators of astrocy-
tes (Mossakowski 1970).

The problem was parfly settled by Fraser and his co-workers (1976,
1979a,b,c; Scott, Fraser 1984) who found that, in a limited proportion of
the murine scrapie cases, the proliferation of the astrocytes (namely true
hyperplasia) was evident. This group also re-emphasized the presence
of Alzheimer II type cells and stressed that “gliocytosis” parallelled the
severity or vacuolation as measured by the routine method used by the
Edinburgh group (Fraser, Dickinson 1967, 1968), which in turn is de-
pendent of the scrapie strain used in particular experiments (Dickinson,
Fraser 1977, 1979).

Several conclusions can be drawn from the study presented here.
Firstly, hyperplasia of the astrocytes was established as a phenomenon
that may occur in scrapie. Secondly, the gliocytosis, which is extremely
rare in mice, was common in hamsters infected with 263K. The pre-
sence of severe glial reaction in the hippocampus unaccompanied by in-
tense spongiform changes and neuronal loss suggests that these two phe-
nomena may evolve independently, at least to some extent.

Acknowledgements: The author wishes to express his thanks to Dr Richard
H. Kimberlin, ARFC and MRC Neuropathogenesis Unit, Edinburgh, Scotland, for
careful reading of the manuscript and a valuable discussion. The paper was sup-
ported by grant provided by the Polish Academy of Sciences (771-VI).

The author is the recipient of a gift from AGFA-GAEVERT, Brussels, Bel-
gium.

GLIOCYTOZA W DOSWIADCZALNEJ SCRAPIE (SZCZEP 263K)
U ZLOTYCH CHOMIKOW SYRYJSKICH

Streszczenie

Reakcja astrocytarna stanowi jeden z trzech (poza wakuolizacjag i zanikami
neuronalnymi) klasycznych wykladnikéw neuropatologicznych encefalopatii gab-
czastych. W szeregu modeli nie stwierdza sie jednak rozplemu astrocytéw, a je-
dynie ich przerost. W przedstawionym w pracy modelu scrapie (szczep 263K pa-
sazowany przez zlote chomiki syryjskie) stwierdzono zaréwno proliferacje, jak
i zmiany przerostowe astrogleju. Nasilenie reakcji astrocytarnej osiggalo stopien,
odpowiadajacy zmianom okreSlanym jako gliocytoza w niektérych modelach scra-
pie u myszy.

IJIMOLIMTO3 ITPU DKCIIEPUMEHTAJIBHOM SCRAPIE (IITAMM 263K)
V CUPUMICKUX 30JIOTUCTBIX XOMSYKOB

Pe3rome

Peakumsi aCTPOLMTOB — OAMH W3 Tpex (Hapsiy ¢ Bakyonmsaumeidl ¥ aTpodmeil HeHPOHOB)
KJaCCHYECKMX HEBPONATOJOTMYECKHX TIOKa3aTesedl CrHoHrmo3Hoit (cmorrmdopmuol) snuedano-
patuu. OgHAKO B LENOM psifie Mojeeil Habiomaercs He npoimdepenus acTPOLUMTOB, & BCETO
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nmuub BX runepTpodus. B npexcrasnenHoit Mozenu scrapie (wramm 263K, HOCHTENEM KOTOPOTO
ABJIAIOTCS 30JIOTHCTHIC CHPHUCKAE XOMSAYKH) OOHapyXKeHBI Kak nposmdepanus, TaK © THOEPTPOdH-
4eCKHe H3MEHEeHHus acTpornuu. MHTeHCHHKaL|s peakiuu acCTPOLMTOB AOCTHIIA TAKOTO YPOBHS,
KOTOPBI COOTBETCTBYET M3MEHEHMSAM, ONPEIE/IieMbIM B HEKOTOPHIX MOJEIAX SCrapie y Msimeit
KaK rjimoumTo3.
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KONFRONTACJA OBRAZOW TOMOGRAFII KOMPUTEROWEJ
Z MORFOLOGIA ZMIAN MOZGOWYCH W CHOROBACH
NACZYNIOWYCH OSRODKOWEGO UKLADU NERWOWEGO

Zaklad Neuropatologii Instytutu Psychoneurologicznego, Warszawa Zaklad Neuro-
radiologii Instytutu Psychoneurologicznego, Warszawa

Tomografia komputerowa (tk) wprowadzona do badan Kklinicznych
przez Hounsfielda w 1972 r., jako nieinwazyjna metoda diagnostyczna,
wydaje sie¢ badaniem szczegélnie przydatnym w rozpoznawaniu schorzen
naczyniopochodnych OUN (Davis i wsp. 1975; Harrison 1978; Kozlowski
i wsp. 1980; Mariani i wsp. 1980; Golgbek 1981). Interpretacja obrazow
tk w OUN opiera sie na pojawianiu sie obrazéw o odmiennym wspol-
czynniku pochlaniania, réznym od plynu mozgowo-rdzeniowego i tkanki
nieuszkodzonej. :

Zadaniem naszej pracy bylo przeprowadzenie konfrontacji wynikow
tk mézgu z obrazem morfologicznym rozmiekania i krwotoku celem usta-
lenia:

1) czy zasieg i umiejscowienie p6l o zmienionej gestosci, hipo- lub
hiperdensyjnych w obrazie tk, oddaje pelny zakres naczyniopochodnego
uszkodzenia mozgu?

2 jakiego typu zmiany patologiczne w ognisku rozmiekania przyczy-
niaja sie do powstawania po6l hipodensyjnych?

3) co wplywa na nieostre odgraniczenie obrazow obnizonej gestosci
i ich niejednolity wyglad w obrazie tk?

4) co warunkuje, ze obecne sekcyjnie naczyniopochodne uszkodzenie
mozgu nie ujawnia sie w badaniu tk?

9) czy inne procesy patologiczne moga w obrazie tk nasladowaé¢ na-
czyniopochodne uszkodzenie tkanki?

Uzyskane wyniki mogg stanowi¢ przyczynek do oceny przydatnosci
tk w chorobach naczyniopochodnych OUN, tym bardziej, ze w dostep-
nym nam piSmiennictwie spotkaliSmy jedynie nieliczne prace korelacyj-
ne zajmujgce sie glownie ewolucjg obrazu tk (Davis i wsp. 1975; Luzatti
i wsp. 1979; Crisi i wsp. 1984). Znajomos¢ za$§ umiejscowienia i rozle-
gloéci ognisk niedokrwienia oraz ich liczebno$¢ majg istotne znaczenie
w diagnostyce i w planowaniu postepowania terapeutycznego.
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MATERIAL I METODY

Material pochodzi ze zbiorow Zakladu Neuropatologii Instytutu Psy-
choneurologicznego i obejmuje 35 przypadkéw sekcyjnych chorych,
u ktérych w przebiegu rozmiekania (25 chorych) i krwotoku mézgu (10
chorych) wykonano dla celow diagnostycznych badanie tk moézgu bez
podawania kontrastu przy zastosowaniu skanera Somatom-SF-Siemens.
Badanie tk w przypadkach z rozmiekaniem moézgu wykonano w okresie
od 1 do 7 dnia u 4 chorych, miedzy 7 a 14 dniem u 5 chorych, miedzy
2 a 4 tygodniem u 3 chorych, miedzy 4 a 8 tygodniem u 4 chorych,
a powyzej 8 tygodnia zbadano 9 chorych. W grupie przypadkow z krwo-
tokami u 1 chorego wykonano badanie tk w drugim dniu choroby,
u 5 chorych miedzy 7 a 14 dniem, a u 4 chorych miedzy 2 a 4 tygod-
niem od udaru.

We wszystkich przypadkach po utrwaleniu moézgu w formalinie
i przed pobraniem wycinkow dokonano na przekrojach czolowych po-
miaru liniowego malych ognisk naczyniopochodnego uszkodzenia OUN,
nieujawniajgcych sie w obrazie tk, mierzgc ich wymiar poprzeczny i po-
dluzny. Do badania histopatologicznego pobierano wycinki obejmujgce
pole rozmiekania lub krwotoku wraz z otaczajaca tkanka. Po zatopieniu
w parafinie skrawki barwiono fioletem krezylu, hematoksyling-eozyng
oraz wedlug metody van Gieson, Spielmeyera i Bielschowskiego.

WYNIKI

W grupie przebadanych 35 przypadkow bylo 23 mezczyzn i 12 kobiet
w wieku od 35 do 88 lat. Srednia wieku wynosila 67 lat. W wywiadzie
u 19 chorych wystepowalo nadcisnienie, 10 chorych leczylo si¢ na cu-
krzyce, 16 chorych przebylo zawal serca. U 12 chorych stwierdzono dwu-
krotny, u 4 chorych trzykrotny udar moézgu. U pozostatych 19 chorych
pierwszy udar byl Smiertelny. W okresie przedudarowym wiekszosé¢ cho-
rych (26 przypadkéow) narzekala na boéle i zawroty glowy oraz zaburze-
nia rownowagi, czasami (2 przyp.) polgczone z krétkotrwalymi napada-
mi podwdjnego widzenia.

W trakcie rozwijajacego sie udaru 9 chorych odczuwalo dretwienie
polowicze konczyn, u 3 chorych w polgczeniu z ogniskowymi napadami
padaczkowymi. U 17 chorych w momencie udaru wystapila utrata przy-
tomnosci. Najczesciej wystepowaly objawy polowicze prawostronne
z niemotg czuciowg lub ruchowsg (16 przyp.), najrzadziej zespoly pniowe
(3 przyp.). Okres przezycia od wystgpienia ostatniego lub jedynego udaru
wahat sie od 3 dni do 3 miesiecy.

Badania diagnostyczne

Wykonane u wszystkich chorych badanie plynu moézgowo-rdzeniowego
wykazalo u 8 z nich podwyzszenie poziomu biatka od 65 do 174 mg%o.
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Badanie EEG tylko u 8 chorych wskazywalo na ogniskowe uszkodzenie
OUN przy istniejgcych rozlanych zmianach. Badaniem angiograficznym
u 15 chorych stwierdzono badz zwolnienie przeplywu krwi (6 przyp.),
badz obecnos¢ zakrzepow (9 przyp.) w obrebie badanej tetnicy. Badanie
scyntygraficzne moézgu u 14 chorych wskazywalo na ogniskowe uszko-
dzenie OUN, u pozostalych 3 badanych chorych bylo prawidlowe.
Badanie makroskopowe mozgu wykazalo proces zanikowy moézgu
0 znacznym nasileniu, zwlaszcza w obrebie platéw czolowych i ciemie-
niowych w 20 przypadkach. Obrzek moézgu stwierdzono w 22 przypad-
kach, a miazdzyce w naczyniach podstawy mozgu w 26 przypadkach.
Zakrzepy zamykajgce $wiatlo tetnicy szyjnej wewnetrznej bgdz tetnicy
srodkowej, przedniej lub tylnej mozgu, tetnicy podstawnej albo krego-
we]j stwierdzono w 12 przypadkach. Wielkos¢ matych ubytkéw korowych
i blizn wahala sie od 0,56 X 2 cm do 2 X 3 cm. Wielko$¢ jamek i blizn
zlokalizowanych w jadrach podstawy wahala sie od 0,2 X 0,2 ecm do
0,5 X 1,2 em, w istocie biatej zas dochodzila do rozmiaréw 1,2 X 1,5 cm.

Ryc. la—I1b. Na przekrojach czolowych mozgu widoczne rozmiekanie korowo-
-podkorowe w rejonach unaczynienia tetnic przedniej, $rodkowej i tylnej mézgu
po stronie prawej (ryc. la), uchwytne w badaniu skanerowym (ryc. 1b)
Figs la—I1b. On frontal brain sections on the left side cortico-subcortical sof-
tening in the region of vascularization of anterior, middle and posterior cerebral
arteries (Fig. la), visualized in CT (Fig. 1b)
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Czasami w obrebie uszkodzonej struktury anatomicznej obecne byty licz-
ne jamki i zmiany bliznowate roéznej wielkosci.

Analiza obrazu skanerowego oraz wynikéw badania makro- i mikro-
skopowego moézgu wykazaly pelng zgodno$é rozleglosci i umiejscowienia
rozmigkania tkanki w 13 przypadkach na 25 przebadanych. W pelni
zgodny wynik uzyskano w przypadkach rozleglych rozmiekan korowo-

Ryc. 2a—2b. Rozmiekanie w obrebie konaru mozgu oraz czesci srodkowej i bocz-
nej mostu po stronie prawej w barwieniu na ostonki mielinowe (ryc. 2a) oraz
obraz tk (ryc. 2b)

Figs 2a—2b. Softening in the region of cerebral peduncle and central and la-
teral part of pons on the myelin-stained sections (Fig. 2a) and in CT picture
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-podkorowych, zarowno w fazie rozpadu i weczesnych stadiéow organiza-
cji, jak i w fazie tworzenia sie jam i rozleglych blizn korowo-podkoro-
wych, przy lokalizacji ogniska na powierzchni grzbietowo-bocznej moézgu
w rejonie unaczynienia tetnicy srodkowej i przedniej moézgu (2 przypad-
ki) czy tetnicy Srodkowej i/lub tetnicy tylnej moézgu (7 przypadkow)
(ryc. 1). Podobnie uwidocznily sie jamy i blizny w rejonie unaczynienia
galgzek glebokich tetnicy przedniej i srodkowej moézgu (3 przypadki).
W pehi zgodny wynik uzyskano w przypadku rozleglego rozmiekania
pnia mozgu ze Swiezym rozpadem odnoég i czesci grzbietowej jednego
z konaréw mozgu oraz obszaru srodkowego i bocznego mostu (ryec. 2).

Nie ujawnily sie w badaniu skanerowym rozmiekania korowo-pod-
korowe niszczace biegun skroniowy oraz zakret skroniowo-potyliczny
boczny (1 przypadek), badz zakret skroniowo-potyliczny przysrodkowy
(1 przypadek) czy zakret skroniowy goérny (2 przypadki) albo tez zakret
czolowy gorny i zakret obreczy (1 przypadek). Podobnie nie ujawnily sie
rozmiekania korowo-podkorowe zlokalizowane na podstawie plata po-
tylicznego (2 przypadki) oraz na powierzchni przysrodkowej plata cie-
mieniowego i potylicznego (2 przypadki) (ryc. 3). Ogniska te nie ujawni-
ly sie nawet wtedy, gdy byly rozlegle i ukrwotocznione. Podobnie ba-
danie skanerowe nie uchwycilo jam i blizn korowo-podkorowych zloka-
lizowanych wokoél szezeliny ostrogowej (1 przypadek), na powierzchni
grzbietowo-bocznej moézgu na pograniczu rejondéw unaczynienia tetnicy
srodkowej i tylnej mozgu (5 przypadkoéw) lub tez zlokalizowanych
w mozdzku (2 przypadki). Nie ujawnily sie rowniez w obrazie tk jamki
i blizny umiejscowione w istocie bialej przykomorowej (8 przypadkow),
w jadrach podstawy (12 przypadkéw), w czesci bocznej srodmoézgowia
(3 przypadki) oraz w czes$ci podstawnej mostu (5 przypadkow).

Rozlegly rozpad kory i istoty bialej, zaroéwno swiezy ukrwotocznio-
ny w rejonie unaczynienia tetnicy przedniej moézgu (1 przypadek), jak
i znajdujagcy sie w fazie tworzenia sie jamek i blizn w rejonie unaczy-
nienia tetnicy srodkowej moézgu (1 przypadek), zinterpretowano w tk
w trzecim tygodniu choroby jako znacznie nasilony uogélniony proces
zanikowy moézgu. Odwrotnie w dwoch przypadkach wybiérezo nasilony
zanik mo6zgu na jego powierzchni bocznej uznano za blizne korowo-pod-
korowa (ryc. 4).

W trzech przypadkach niezgodna byla ocena umiejscowienia rozmieg-
kania mozgu. W 2 przypadkach pola hipodensyjne obecne byly w obre-
bie plata skroniowego, podczas gdy liczne jamki i blizny zlokalizowane
byly w torebce wewnetrznej i lupinie albo we wzgérzu po tej samej
stronie. W trzecim przypadku pola hipodensyjne widoczne byly w obre-
bie obu platow czolowych natomiast rozmiekanie obejmowalo kore i isto-
te bialg obu platow ciemieniowych. Dokladna analiza morfologiczna
skrawkow w serii niecigglej nie wyjasnila przyczyn tej niezgodnosci lo-
kalizacyjnej.
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Ryc. 3a—3b. Rozmigkanie korowo-podkorowe na powierzchni przysrodkowej lewe-
go plata ciemieniowego i potylicznego (ryc. 3a) nie ujawniajace si¢ w obrazie
skanerowym (ryc. 3b)

Figs 3a—3b. Cortico-subcortical softening on medial surface of the left parietal and
accipital lobes (Fig. 3a) not visualized in CT (Fig. 3b)

Y
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Ryc. 4a—4b. Na przekroju czolowym widoczny zanik moézgu (ryc. 4a) nasladujacy
w obrazie tk rozmiekanie korowo-podkorowe w fazie tworzenia blizny (ryc. 4b)

Figs 4a—4b. On frontal section brain atrophy (Fig. 4a) imitating CT picture
of cortico-subcortical necrosis in the period of scar formation (Fig. 4b)

We wszystkich 10 przypadkach krwotokéw moézgu badanie skanero-
we wykazalo pelng zgodnosé¢ lokalizacyjng. Krwotoki byly réznie umiej-
scowione: podtwardéwkowo, w szczelinie miedzy pélkulami mézgu,
w istocie bialej plata czolowego lub skroniowego, w jadrach podstawy
oraz we wzgérzu (ryc. 5). W jednym przypadku ujawnil sie w tk krwo-
tok komorowy, natomiast nie ujawnilo sie ognisko krwotoczne niszczace



238 E. Tarnowska-Dziduszko, P. Kozlowski

Ryc. 5a—5b. Krwotok do lewego wzgoérza (ryc. 5a) uchwytny w badaniu skanero-
wym (ryc. 5b)
Figs 5a—5b. Hemorrhage in left thalamus (Fig. 5a) visualized in CT (Fig. 5b)

czesciowo torebke wewnetrzng i cialo jadra ogoniastego, bedace zrédiem
tegoz krwotoku komorowego. Réznoczasowe, ukrwotoczonione ogniska
rozmiekania korowo-podkorowego, zlokalizowane na powierzchni grzbie-
towo-bocznej, mézgu zinterpretowano w tk jako krwawienie $rédmigz-
sSzowe.

Zawsze zgodne byly oceny obecnosci zaniku z poszerzeniem prze-
strzeni podpajeczej, zbiornikéw mozgu czy ukladu komorowego oraz
obecnosci utrzymujgcego sie przez wiele tygodni obrzeku mozgu, znie-
ksztalcajacego m.in. uklad komorowy po stronie ogniska.

OMOWIENIE

Analiza calego materialu obejmujgcego 35 przypadkow wykazala, ze
w procesie naczyniopochodnego uszkodzenia OUN najlepiej uwidaczniaja
sie w tk krwotoki. W ujawnianiu si¢ zawaléw bladych pierwszoplanowg
role odgrywaja zaré6wno umiejscowienie, jak i rozleglos¢ ogniska. Naj-
lepiej uwidaczniajg sie zawaly zlokalizowane na powierzchni grzbieto-
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wo-bocznej mozgu, jesli ich wielkos¢ przekracza pole o rozmiarach 2 cm
X 3 cm. Nie ujawniajg sie zawaly nawet rozlegle, zaré6wno blade jak
i ukrwotocznione, Swieze lub zorganizowane, zlokalizowane w otoczeniu
szczeliny ostrogowej, na podstawie moézgu w obrebie plata skroniowego
lub potylicznego, badz umiejscowione w mozdzku. Rozmigkanie pnia
moézgu jest uchwytne w obrazie tk przy uszkodzeniu co najmniej 1/4
objetosci mostu lub $rédmézgowia. Nieuchwytne sa réwniez w obrazie
tk jamki w jadrach podstawy, jezeli ich wymiary s mniejsze niz 0,5
cm X 1,2 cm, a w istocie biatej — 1,2 ecm X 1,5 cm.

Bardziej precyzyjne zlokalizowanie w tk ognisk rozmiekania, zwlasz-
cza niewielkich, byloby pewnie mozliwe przy uzyciu srodka cieniujacego,
co podkres$lajg w swoich pracach Gradzki i wsp. (1980), Kohlmeyer (1980),
i Golgbek (1981). Jednak uzycie kontrastu, jak wynika z badan Kendalla
i Pullicino (1980) nie jest dla chorego obojetne i moze pogarsza¢ roko-
wanie w naczyniopochodnym uszkodzeniu moézgu. W $wietle naszych
wynikéw struktury tylnego dolu czaszkowego, zwlaszcza pien mozgu,
nalezg nadal do trudnych diagnostycznie obszaréw tk, co podkreslano juz
w cytowanym poprzednio pismiennictwie.

Morfologicznym podlozem poél hipodensyjnych w moézgu w obrazie
skanerowym jest rozpad tkanki. Na ich niejednorodny wyglad w tk
maja wplyw rozne fazy rozpadu, resorbeji i organizacji tkanki, wspoi-
istniejagce obok siebie w ognisku rozmiekania oraz towarzyszacy zawalo-
wi obrzek ischemiczny. Ten ostatni jest réwniez przyczyng nieostrego
odgraniczenia pol hipodensyjnych, a takze nie ujawniania sie w obrazie
tk malych jamek i blizn Srédmigzszowych, zwlaszcza w istocie bialej.
Obrzek tkanki utrzymywat sie¢ w naszym materiale przez wiele tygodni,
diuzej niz przyjmuje si¢ w pracach bez szczegbélowej weryfikacji mikro-
skopowej (Crisi i wsp. 1984). Rozlegle ukrwotocznienie zawalu bladego
moze nasladowa¢ w obrazie tk krwotok $rodmigzszowy.

Rozmigkanie w fazie organizacji lgcznotkankowo-glejowej niezupel-
nej w sgsiedztwie przestrzeni plynowych, powodujgc wybiércze ubytki
elementow tkanki nerwowej odpowiada w tk zanikowi dotknietej oko-
licy. Natomiast procesy zanikowe ograniczone do poszczegblnych platow
badz ich czesci moga nasladowaé¢ w tk naczyniopochodne bliznowacenie
tkanki.

Na podstawie przeprowadzonych badan, podobnie jak inni autorzy
(Harrison i wsp. 1978; Luzatti i wsp. 1979; Valdimarsson i wsp. 1982;
Crisi i wsp. 1984), uwazamy badanie tk mozgu za bardzo przydatne
w réznicowaniu procesow patologicznych toczgcych sie w OUN. Pozwa-
la ono na wykrycie rozleglych obszaréw naczyniopochodnych uszkodzen
mozgu, a w odniesieniu do krwotoku jest szczegélnie przydatne jako me-
toda nieinwazyjna, wykrywajaca nawet niewielkie ogniska.
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COITOCTABJIEHUE PE3VJIbTATOB KOMITBFOTEPHOM TOMOI'PA®UN
C MOP®OJIOT'MEX MO3I'OBBIX U3MEHEHUWM ITPY COCY IUCTHIX 3ABOJIEBAHUAX
LIEHTPAJIBHOM HEPBHOW CUCTEMBI

Pesome

B 35 cinyyasx ayToncu4eckmx OONBHBIX, CTpaZaBHIMX JHuedanomanaumeit (25 4enosex) uin
Mo3roBeIM KpoBoTeueHueM (10 denoBex), Opima mpoBeleHa IMATHOCTHYECKash Tomoropadmus Ges
npuMeneHnsi KouTpacta. Cpemumii Bo3pacTt obcnenyemoi rpymmbsi— 67 JerT.

CpaBHEHHE CKAHEPOBOM KapTHHBI C pe3yjIbTaTaMH MAaKpO- W MHKPOCKOIMHMYECKHX HMCCIeI0-
BaHMM MO3ra noxasajo, YTO Cpeld COCYAMCTHIX NOBPEKACHHN LEHTPANbHOM HEpPBHOM CHCTEMBI
KOMIIbIOTEpHAsi ToMorpadus Jydmie BCEro OOHAPYKEBAET KPOBOTEUCHHS.

Ilpn AMATHOCTHPOBAHMHM AHEMHYECKOTO HMH(papkra OONbIIOE 3HAYECHHE HMENO TNOJIOKEHHE
H obmmpHOCTH ouara. Jlydme Bcero oOHApYXHBAarOTCS MH(APKTHI Ha IOPCAIbHO-JIATEPABbHON
TMOBEPXHOCTH MO3ra, €CJIM X pa3Mephbl NMPEBHIMAIOT 2 CM X 3 CM, B TO BpeMs Kak He oOHapyxu-
BAIOTCs Jaxke oOmmpHbIe HA(GAPKTEI, KaK aHEMHYECKAE, TAK M TeMopparnyeckue (paHuEue U MO3HKue)
PachosoXeHHsle B 00aCTH MIIOPHOK 60p03/bl, HA OCHOBAHHA MO3Ta, B Ipeesax BECOYHO’ u 3a-
TBUIOYHOM I0JIeif, 100 B MO3Kedke. Pa3msaryenue CTBOIA MO3ra MPOSIBIAETCA HAa KOMITBIOTEPHOK
TOMOIrpaMMe, €C/li pas3pylleHa, o KpaiHeit mepe, 1/4 o6vema MocTa WM cpenHero mosra. To-
MOTrpamMmMa He OTMe4YaeT TaKXKe JIaKyH B 0a3albHbIX TaHTIHAX, HMEIOIINX pa3Mepsl MeHee 0,5 cm X
x1,2¢cMm, a B Genom Bemtectse — menee 1,2cMx 1,5 cm.

Mopdonoruueckoil IPAYHHON MOSABICHASN YYACTKOB NMOHMKEHHOM IVIOTHOCTH SBJAETCS pas-
pymeHue Tkaneil. VX HEONHOPOAHBIN XapakTep Ha TOMOrpaMme OOBACHSAETCS pasnHIHbIMHA Ga-
3aMH pa3pynieHMs, pe30pOuru ¥ OPraHM3aLMK TKAHEel B 00JaCTH Pa3sMATYCHHs U COMYTCTBYIOLIMM
uH(apKkTy oTekoM. OTEKOM MO3ra OOBSACHACTCS TAKXKe HEYETKOCTh TPAHUI] YYACTKOB MOHMKEHHON
TUIOTHOCTH M OTCYTCTBHE HA TOMOIrpPaMMe MEJKHX BHYTPHTKAHSBBIX JIAKYH M pyOuOB, B 0COOeH-
HOCTH, y Genoro BemecTBa. OOumipHasi KPOBOTOYMBOCTH MPH AHEMHYECKOM MHGapKTe co3jaer
Ha KOMINBIOTEPHO TOMOrpamMMe KapTHHY, HAamOMMHAIOUIYIO NAPEHXMMATO3HOE KPOBOTEYEHHE.

Pa3Mmsrdenue Mo3ra Ha 3Tane HemoJHOM IJIMO-COeAMHUTEILHOTKAHEBON OpranA3aia BOm3n
NPOCTPAHCTBA COMHHOMO3TOBOM JKHIKOCTH COOTBETCTBYET HA KOMIBIOTEPHOH TOMOrpamMme Kap-
THHE aTPO(GHH 3aTPOHYTOrO MpoLeccoM ydacTka. ITpouecces aTpoduu, He BRIXOAANIME 3 MPEesl
OT/JENBHBIX HOJNEl MM MX 4acTell MOXKHO COyTaTh HA KOMIBIOTEPHOH TOMOrpamme ¢ pybuesa-
HUEM TKaHEH B XOHE COCYAMCTHIX 3aboieBaHmii.

CONFRONTATION OF COMPUTER TOMOGRAPHY PICTURES WITH THE
MORPHOLOGY OF CHANGES IN THE BRAIN DUE TO VASCULAR

DISEASES OF THE CENTRAL NERVOUS SYSTEM

Summary

Thirty five autopsy cases were examined in which in the course of cerebral
softening (25 subjects) or hemorrhage (10 subjects) computed tomography (CT) of
the brain without contrast had been performed. for diagnostic purposes. The mean
age of the patients was 67 years.

Analysis of the scanning picture and of the results of macro- and microscopic
examination revealed that among vasogenic lesions hemorrhages are best visualis-
ed in CT. In revealing pale infarctions the localization and extent of the focus
are most important. Best visible are infarctions localized on the dorso-lateral
brain surface, if their dimentions exceed a surface area of 2 X 3 cm, whereas
even extensive infarcts, both pale and hemorrhagic, fresh or organized cannot
be visualized when localized in the surrounding of the calcarine fissure, on the
brain base within the temporal or occipital lobe or in the cerebellum. Brain stem
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softening appears in the CT picture when at least 1/4 of the pons or mesencepha-
Ion volume is destroyed. Lacunae in the basal-ganglia are not noticeable.in the
CT if their dimensions are smaller than 0.5 X 1.2 cm, and in the white matter
1.2 X 1.5 em;

The morphological substrate for hypodense fields in the CT picture consists
of disintegrated brain tissue. Their nonuniform appearance is due to various
phases of tissue disintegration, resorbtion and organization coexisting within the
area of softening, and the ischemic edema accompanying infarction. Brain ede-
ma persisting for many weeks is also the cause of the obliterated delimination
of the hypodense fields and the absence in the CT of small cavities and intra-
parenchymal scars especially in the white matter.

Extensive hemorrhage within pale infarction may imitate CT picture of pa-
renchymal hemorrhage. Brain softening in the phase of incomplete glial-mesen-
chymal organization in the neighbourhood of CSF-spaces, causing selective loss
of nervous tissue elements corresponds in the CT picture to atrophy of the af-
fected region. Atrophic processes limited to particular lobes or their parts may
imitate in CT vasogenic scar formation.
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WCZESNE ZMIANY ULTRASTRUKTURALNE W ZWOJACH
PODSTAWY, MOZDZKU I RDZENIU PRZEDLUZONYM
PO CALKOWITYM 30-MINUTOWYM NIEDOKRWIENIU MOZGOWIA

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

Strukturalne uszkodzenia mozgowia po calkowitym niedokrwieniu
majg zroznicowany charakter w zaleznosci od stosowanego modelu do-
$wiadczalnego i wystepuja w réznych okresach po incydencie niedo-
krwiennym (Weinberger i wsp. 1940; Hossmann, Sato 1970; Sainio 1972;
Hossmann, Hossmann 1973; Pluta 1982). Dotycza one przede wszystkim
formacji szarych i maja charakter bgdz zmian uogoélnionych, z predylek-
cyjnym zajeciem kory moézgu i moézdzku (Nemoto i wsp. 1977; Kalimo
i wsp. 1979; Kolata 1979; Pulsinelli, Bierley 1979), badz tez wybiodrczo
ograniczonych do struktur podkorowych, gléwnie galki bladej, prazko-
wia i wzgorza (Hossmann, Zimmermann 1974; Marshall i wsp. 1975). We
weczesniejszych wlasnych badaniach mikroskopowo-elektronowych przed-
stawiono zmiany wystepujace po catkowitym 30-minutowym niedokrwie-
wieniu moézgowia. Dotyczyly one czuciowo-ruchowej okolicy kory moz-
gu (Pluta, Gajkowska 1984). Oprocz typowych dla zespoléw hipoksyj-
no-niedokrwiennych nieprawidlowosci ultrastrukturalnych neuronoéw i as-
trocytéw stwierdzono charakterystyczne uszkodzenia dotyczgce selektyw-
nie ruchowych komoérek nerwowych. Wyrazaly sie one nagromadzeniem
w ich karioplazmie licznych struktur pecherzowatych. Ponadto w korze
ruchowej wystepowalo bardzo znaczne obrzmienie astrocytow, ktorych
okolonaczyniowe wypustki uciskaly naczynia wlosowate, prowadzac
w skrajnych przypadkach do calkowitego zamkniecia ich $wiatel (Pluta
1982; Pluta, Gajkowska 1984). Warunki te, a zwlaszcza upo$ledzenie za-
opatrzenia tkanki w krew prowadzily do glebokich, nieodwracalnych
uszkodzen neuronéw ruchowych. Zachowanie ich strukturalnej integral-
nosci i czynnos$ciowej pelosprawnosci ma wedlug Kolaty (1979), pod-
stawowe znaczenie dla przezycia zwierzat.po catkowitym dlugotrwalym
niedokrwieniu mozgowia.
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Celem obecnego opracowania bylo przesledzenie stanu innych stru-
ktur osrodkowego ukladu nerwowego (OUN), majgcych réwniez istotne
znaczenie dla resuscytacji i reanimacji zwierzat po catkowitym niedo-
krwieniu mézgowia. Badaniami mikroskopowo-elektronowymi objeto ja-
dra podstawy, mozdzek i rdzen przedluzony zwierzat, u ktorych obser-
wowano powro6t czynnosci bioelektrycznej mozgowia po calkowitym
30-minutowym niedokrwieniu.

MATERIAL I METODY

Doswiadczenia przeprowadzono na 13 krolikach, samcach, o masie
ciala 2,5—3,5 kg, u ktorych wywolywano catkowite 30-min niedokrwie-
nie moézgowia. Niedokrwienie uzyskiwano przez wewnatrzklatkowe zam-
kniecie pnia ramienno-glowowego, lewej tetnicy podobojczykowej oraz
obu tetnic piersiowych wewnetrznych z dojscia nadmostkowego bez wy-
konywania torakotomii (Pluta 1982, 1985). W celu uniknigcia obocznego
naplywu krwi do mézgowia obnizano obwodowe cisnienie tetnicze do
70—50 mm Hg, metoda kontrolowanego skrwawiania przez tetnice udo-
wg do kompensatora ci$nienia (Pluta, Kapuscinski 1980; Pluta 1982,
1985).

Zwierzeta usypiano pentobarbitalem (Nembutal 35 mg/kg masy ciala)
podawanym dozylnie (i.v.) z dodatkiem 2,5 ml Pyralginy, jako srodka
przeciwbolowego. Nastepnie wykonywano tracheostomie i po unierucho-
mieniu Tricuranem (4 mg/kg i.v.) prowadzono kontrolowang wentylacje
pluc powietrzem pokojowym (Pluta 1981). Po niedokrwieniu stosowano
mieszanine powietrza z tlenem przy szybkosci przeplywu tlenu wyno-
szacej 0,25—0,5 1/min, w razie potrzeby podczas trwania doswiadczenia
dodatkowo podawano dozylnie Nembutal, Pyralgine i Tricuran (Pluta
1982). Jedng tetnice i zyle udowg kaniulowano w celu pomiaru cisnie-
nia krwi i wstrzyknie¢ lekow. Czynnos¢ bioelektryczng moézgu rejestro-
wano za pomocg aparatu EEG (Accutrace-8, Beckman), w postaci
elektrokortykogramu (ECoG). Na tym samym aparacie rejestrowano
rownoczes$nie zintegrowang aktywnos¢ nerwu przeponowego za pomocg
srebrnej dwubiegunowej elektrody oraz ci$nienie tetnicze krwi i EKG
(odprowadzenie II). Kontrolowano temperature ciala zwierzat w rectum
oraz pH, pO, i pCO, w krwi tetniczej. Czas przygotowania doswiadcze-
nia wynosil 1,5 godz.

Krazenie mozgowe przywracano przez zdjecie zaciskow z wszystkich
tetnic doprowadzajgcych krew. W czasie niedokrwienia i po niedokrwie-
niu ci$nienie tetnicze krwi utrzymywano za pomocg retransfuzji wlasnej
krwi zwierzecia oraz dozylnych wlewow noradrenaliny (2—4 mg na 100
ml 0,9% NaCl). Po wznowieniu czynnosci osrodkéw naczynioruchowych
ci$nienie tetnicze krwi utrzymywalo sie bez wspomagania farmakologicz-
nego.
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Grupe kontrolng stanowity 3 kroliki, u ktorych wykonywano peing
preparatyke chirurgiczng z wyjatkiem zacisniecia tetnic doprowadzajg-
cych, ktore utrzymywano w narkozie pentobarbitalowej przez 3 godz.

W 3 i 6 godz. po niedokrwieniu, mézgi perfundowano przez prawag
tetnice szyjng wewnetrzng 1,5% roztworem aldehydu glutarowego w bu-
forze kakodylanowym o pH 7,2, pod cisnieniem okolo 80 mm Hg. Na-
stepnie mozgi wyjmowano z jamy czaszki i pobierano wycinki z przed-
niej i tylnej czesci zwojow podstawy, z kory moézdzku oraz z czesci
grzbietowe]j rdzenia przediuzonego na wysokosci zasuwki. Pobrany mate-
rial utrwalano dodatkowo w 1,5% aldehydzie glutarowym w buforze
kakodylanowym, pH 7,2, przez 1,5 godz. oraz w 1% OsO; w tym sa-
mym buforze, takze przez 1,5 godz. Po utrwaleniu tkanke odwadniano
w mieszaninie alkoholu etylowego i tlenku propylenu o wzrastajgcym
gradiencie stezen. Nastepnie wycinki zatapiano w Eponie 812. Eponowe
bloczki skrawano na ultramikrotomie LKB-III do uzyskania pélcienkich
skrawkow (0,5—1,0 um), ktoére barwiono 1% roztworem blekitu toluidy-
ny w 1% boraksie w stosunku 1:10. Tak przygotowane skrawki ogla-
dano w mikroskopie $wietlnym. Z wybranych wycinkoéw sporzgdzano
ultracienkie skrawki, ktore kontrastowano 2% wodnym roztworem octa-
nu uranylu i cytrynianem olowiu. Zdjecia wykonywano w mikroskopie
elektronowym JEM-TA.

WYNIKI

Obserwacje neurofizjologiczne

Po uplywie 11—20 s od zatrzymania moézgowego przeptywu krwi do-
chodzi do zaniku spontanicznej czynnosci bioelektrycznej kory moézgu
(ryc. 1). Zapis ECoG osiggal linie izoelektryczng, zachowujgc ten sam
charakter przez caly okres niedokrwienia. Zanik spontanicznej czynnosci
osrodkow oddechowych i naczynioruchowych wystepowal po 3—6 min
od poczatku niedokrwienia. Od tego momentu, w dalszych okresach nie-
dokrwienia utrzymywala sie cisza bioelektryczna tych osrodkow.

Powroét czynnosSci moézgowia oceniano na podstawie pojawiania sie
wykladnikéw czynnos$ci osrodkéw naczynioruchowych i oddechowych oraz
aktywnosci bioelektrycznej kory mozgu. Restytucje czynnosci osrodkow
naczynioruchowych i oddechowych stwierdzano po 24—35 min od konca
niedokrwienia. Pierwsze oznaki powrotu czynnosci bioelektrycznej kory
zarejestrowano pomiedzy 45 a 60 min (ryc. 1), natomiast charakter ciggly
zapisu ECoG okolo 82—104 min po niedokrwieniu. Po 6 godz. obserwacji
uzyskane zapisy nie roznilty sie pod wzgledem czestotliwosci fal od za-
pisow wykonanych bezposrednio przed niedokrwieniem. Amplituda fal
w tym czasie osiggala 70—90%0 amplitudy kontrolnej (ryc. 1).
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Ryc. 1. Zmiany ECoG w calkowitym 30-min niedokrwieniu mézgowia. Stala czasu
0,03 s

Fig. 1. Changes of ECoG in complete 30-min cerebral ischemia. Time constant
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Obserwacje mikroskopowo-elektronowe

Kontrola. Obraz morfologiczny wycinkéw tkankowych z mozgow
zwierzat kontrolnych nie odbiegal od stwierdzonego u zwierzat nie pod-
danych zadnym zabiegom doswiadczalnym. Mikroskopowo-elektronowy
obraz komorek nerwowych i glejowych byl identyczny z opisami Peter-
sa i wsp. (1976) w prawidlowym OUN ssakow.

Zwierzeta doswiadczalne

Zwoje podstawy. Material pobrany z przedniego i tylnego odcinka
jader podstawy wykazywal podobny charakter zmian w neuronach i gle-
ju. Réznily sie one natomiast nasileniem w zaleznosci od czasu przezy-

ST T F R ¥ = ¢ b d 2
Ryc., 2. Zwoje podstawy, odcinek przedni. Fragment neuronu. W cytoplazmie
poszerzone kanaly ziarnistej siateczki $rédplazmatycznej (ER) oraz obrzmiale mito-
chondria (M). N — jadro komérkowe. Czas niedokrwienia 30 min, czas przezycia
3 godz. Pow. 9000 X
Fig. 2. Anterior part of basal ganglia. Fragment of neuron. In cytoplasm nu-
merous distended channels of granular endoplasmic reticulum (ER) and swollen
mitochondria (M). N — cellular nucleus. 30-min ischemia, survival time 3 h.
X< 9000
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cia po niedokrwieniu. W 3 godzinie obserwacji wszystkie neurony z przed-
nich odcinkéw zwojow podstawy wykazywaly*znaczne nieprawidlowosci
w obrazie cytoplazmy. Kanaly ziarnistej siateczki srodplazmatycznej byty
znacznie rozdete i pokryte nielicznymi rybosomami (ryc. 2). Aparat Gol-
giego byl miernie rozwiniety, a mitochondria wykazywaly cechy obrzmie-
nia (ryc. 2). Po 6 godz. zmiany w neuronach byly bardziej nasilone.
W znacznej czesci komorek, ciezkie uszkodzenia ultrastrukturalne wska-
zywaly na ich dezintegracje (ryc. 3).

Nieprawidlowosci ultrastrukturalne neuronéow tylnego odcinka zwo-
jow podstawy po 3 godz. mialy niewielkie nasilenie. Stwierdzano jedy-

Ryc. 3. Zwoje podstawy, odcinek przedni. Fragment neuronu i dendrytu z ciez-
kim uszkodzeniem ultrastrukturalnym, wskazujgcym na ich dezintegracje. Czas
niedokrwienia 30 min, czas przezycia 6 godz. Pow. 9375 X

Fig. 3. Anterior part of basal ganglia. Fragment of neuron and dendrite with
severe ultrastructural impairment indicating their dizintegration. 30-min ischemia,
survival time 6 h. X 9375

http://rcin.org.pl



Ultrastruktura niedokrwienia mézgu 249

nie nieznaczne poszerzenie pojedynczych kanalow ziarnistej siateczki
$rodplazmatycznej oraz pojedyncze mitochondria o cechach obrzmienia
(ryc. 4). W cytoplazmie dominowala gladka siateczka srodplazmatyczna.
W pojedynczych przypadkach spostrzegano obecnosé tworéw pecherzo-
watych i nieregularnych skupisk chromatyny w jadrach komérek ner-
wowych (ryc. 4). Po 6 godz. obraz jader komérkowych byl prawidiowy,
utrzymywatly sie natomiast nieprawidlowosci ultrastrukturalne cyto-

Ryc. 4. Zwoje podstawy, odcinek tylny. Fragment jadra (N) i cytoplazmy neu-
ronu. W jadrze struktury pecherzowate (V). W cytoplazmie widoczna gladka sia-
teczka S$rédplazmatyczna i nieznacznie poszerzone kanaly ziarnistej siateczki $rod-
plazmatycznej (ER) oraz obrzmiale mitochondria (M). Czas niedokrwienia 30 min,
czas przezycia 3 godz. Pow. 11250 X
Fig. 4. Posterior part of basal ganglia. Neuron. Fragment of nucleus (N) and
cytoplasm. In nucleus vacuole-like structures (V). In cytoplasm smooth endopla-
smic reticulum, slightly dilated channels of granular endoplasmic reticulum (ER)
and swollen mitochondria (M) 30-min ischemia, survival time 3 h. X 11250
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plazmy w postaci obrzmienia mitochondriéw i poszerzenia kanalow ziar-
nistej siateczki $rédplazmatycznej (ryc. 5).

Astrocyty w obu odcinkach zwojow podstawy w 3 godz. po niedo-
krwieniu wykazywaly cechy obrzmienia, obejmujgcego zaréwno pery-
kariony, jak i wypustki. Jadra astrocytow byly duze, jasne, z niewielka
iloscig chromatyny skupionej w agregaty w poblizu otoczki jadrowej,
ktora wykazywala nieregularne poszerzenia miedzy jej zewnetrzng i we-
wnetrzng blong. Blona zewnetrzna tworzyla uwypuklenia do cytoplazmy
(ryc. 6). Cytoplazma zawierala glownie pojedyncze obrzmiale mitochon-
dria. Po 6 godz. zmiany patologiczne astrocytéw nasilaly sie. Wyrazalo
sie to przede wszystkim masywnym obrzmieniem wypustek (ryc. 7).
Blona zewnetrzna otoczki jagdrowej byla nieregularnie pofaldowana, two-
rzac wielkie pecherzowate wpuklenia w obreb cytoplazmy (rye. 7, 8).

Ryc. 5. Zwoje podstawy, odcinek tylny. Neuron — fragment jadra (N) i cy-
toplazmy z licznymi rozdetymi kanalami ziarnistej siateczki s$rodplazmatycznej
(ER). Czas niedokrwienia 30 min, czas przezycia 6 godz. Pow. 8 000 X

Fig. 5. Posterior part of basal ganglia. Neuron — fragment of nucleus (N) and

cytoplasm with numerous distended channels of granular endoplasmic reticulum
(ER). 30-min ischemia, survival time 6 h. X 8000
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Ryc. 6. Zwoje podstawy, odcinek przedni. Astrocyt z duzym jasnym jadrem

(N) z niewielkg ilo$cig chromatyny skupionej w agregaty w poblizu otoczki jg-

drowej. Zewnetrzna blaszka otoczki jadrowej uwypuklona na znacznej przestrzeni

(strzalki) do cytoplazmy. Czas niedokrwienia 30 min, czas przezycia 3 godz. Pow.
11250 X

Fig. 6. Anterior part of basal ganglia. Astrocyte with large light nucleus (N)

with small amount of chromatin forming aggregates in the vicinity of nuclear

envelope. Outer membrane of nuclear envelope protrudes into cytoplasm (arrows).
30-min ischemia, survival time 3 h. X 11250

Rdzen przediuzony. W neuronach zaréwno jasnych, jak i ciemnych,
obecne byly duze jadra z glebokimi wglebieniami i nieznacznymi po-
szerzeniami miedzy zewnetrzng oraz wewnetrzng blong otoczki jadrowej
(ryc. 9). W cytoplazmie obserwowano liczne obrzmiale mitochondria oraz
duze ilosci pecherzykowatej siateczki srodplazmatycznej gladkiej. Kanaly
ziarnistej siateczki $rodplazmatycznej byly znacznie poszerzone (ryc. 9).
W 6 godz. po niedokrwieniu zmiany patologiczne w neuronach byty bar-
dziej zaawansowane. Zwracalo uwage obkurczenie i zageszczenie kario-
plazmy jader.

Zmielinizowane wldékna nerwowe w 3 godz. po niedokrwieniu wyka-
zywaly nieprawidlowo$ci polegajace na poszerzeniu przestrzeni miedzy
aksoplazmg a ostonkg mielinowg (ryc. 10). Ostonki mielinowe na calym
przekroju poprzecznym byly rozwarstwione lub mialy zatarta budowe
warstwowg (ryc. 10). W 6 godz. restytucji krazenia nieprawidlowosci te
byly jeszcze wyrazniejsze. Do poprzednich zmian dolaczylo sie zageszcze-
nie aksoplazmy, zawierajgcej pojedyncze mitochondria.

Astrocyty wykazywaly cechy obrzmienia zaréwno perykarionow, jak
i wypustek. Ich cytoplazma byla jasna i uboga w organelle. Jadra byly
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duze, jasne, z niewielkg iloscig chromatyny skupionej w poblizu otoczki
jadrowej. Otoczka jadrowa wykazywala nieregularne poszerzenia miedzy
blong wewnetrzng i zewnetrzng z uwypukleniem blony zewnetrznej do
cytoplazmy. Zmiany te byly spostrzegane zaréowno po 3, jak i po 6 godz.

Moézdzek. Najwieksze zmiany patologiczne w korze wystepowaly
w warstwie komérek Purkinjego. Mialy one ten sam charakter i nasile-

Ryc. 7. Zwoje podstawy, odcinek przedni. Astrocyt o duzym jasnym jadrze
(N) z chromatyng skupiong w poblizu otoczki jadrowej. Otoczka jadrowa z posze-
rzeniami miedzy zewnetrzng i wewnetrzng blong i z bardzo duzym pecherzo-
watym uwypukleniem (V) blony zewnetrznej do cytoplazmy. Cytoplazma znacznie
obrzmiala i calkowicie pozbawiona struktur $rédplazmatycznych. Czas niedokrwie-
nia 30 min, czas przezycia 6 godz. Pow. 9375 X
Fig. 7. Anterior part of basal ganglia. Astrocyte with large, light nucleus (N)
with chromatin concentrated in the vicinity of nuclear envelope. Nuclear envelo-
pe with dilations between outer and inner membrane and with protrusion (V) of
outer membrane into cytoplasm. Cytoplasm markedly swollen, completely devoid
of intercytoplasmic structures. 30-min ischemia, survival time 6 h. X-9375
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nie po 3, i po 6 godzinach od zakonczenia 30-minutowego niedokrwienia.
Stwierdzalo sie znaczne nieprawidlowosci zaréwno w budowie ultrastru-
kturalnej jadra, jak i cytoplazmy komoérek Purkinjego (ryc. 11). Jadra
charakteryzowaly sie jasng karioplazmg z nieregularnie rozsianymi sku-
pieniami chromatyny. W cytoplazmie kanaly ziarnistej siateczki $rod-
plazmatycznej byly réznej dlugosci, wiele z nich wyraznie pofragmento-
wanych (ryc. 11). Pokryte byly one mala iloscig rybosomow. Przestrzenie
miedzy blonami zawieraly jednorodny material o duzej gestosci elektro-

Rye. 8. Zwoje podstawy, odcinek tylny. Astrocyt o duzym jasnym jadrze (N)
z malg iloscia chromatyny skupionej w agregaty w poblizu otoczki jadrowej,
z duzymi uwypukleniami zewnetrznej blaszki otoczki jadrowej (strzatki) w kie-
runku cytoplazmy. Czas niedokrwienia 30 min, czas przezycia 6 godz. Pow. 9375 X
Fig. 8. Posterior part of basal ganglia. Astrocyte with large light nucleus (N)
with small amount of chromatin concentrated in aggregates in the vicinity of
nuclear envelope. The outer membrane of nuclear envelope with large protrusions
(arrows) into cytoplasm. 30-min ischemia, survival time 6 h. X 9376
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nowej (ryc. 11). Mitochondria byly obrzmiale. Znacznie rozwinieta byla
natomiast pecherzykowata gladka siateczka $rodplazmatyczna (ryc. 11).

Astrocyty i ich wypustki wykazywaly, opisane juz w innych struktu-
rach OUN, zmiany w budowie ultrastrukturalnej, z dominujgcymi wy-
kiladnikami obrzmienia.

Ryc. 9. Rdzen przedluzony. Fragment jadra i cytoplazmy neuronu. Jadro (N)

z glebokimi wglobieniami i nieznacznymi poszerzeniami miedzy zewnetrzng oraz

wewnetrzng blong otoczki jadrowej. W cytoplazmie mitochondria (M) z cechami

obrzmienia, duza ilo$¢ pecherzykowatej siateczki $rédplazmatycznej gladkiej (S)

oraz rozdete kanaly ziarnistej siateczki $rédplazmatycznej (ER). Czas niedokrwie-
nia 30 min, czas przezycia 3 godz. Pow. 9250 X

Fig. 9. Medulla oblongata. Neuron — fragment of nucleus and cytoplasm. Nucleus

(N) with deep invaginations and slight dilations between outer and inner nuclear

envelope. In cytoplasm swollen mitochondria (M), abundant vesicular smooth en-

doplasmic reticulum (S) and distended channels of granular endoplasmic reticulum
(ER). 30-min ischemia, survival time 3 h. X 9250
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e £ :
Ryc. 10. Rdzen przedtuzony. Zmielinizowane wil6kna nerwowe. Poszerzenie prze-

strzeni okoloaksonalnej oraz odcinkowe rozwarstwienie blaszek ostonek mielino-
wych. Czas niedokrwienia 30 min, czas przezycia 3 godz. Pow. 9250 X

Fig. 10. Medulla oblongata. Mpyelinated nerve fibres. Extension of periaxonal
space, and local splitting of myelin lamellae. 30-min. ischemia, survival time 3 h.
X 9250

OMOWIENIE

Wyniki przedstawionych badan wskazuja, ze calkowite 30-minutowe
niedokrwienie moézgowia wywotuje zmiany w ultrastrukturze zwojow pod-
stawy, rdzenia przedluzonego i moézdzku, nasilajgce sie w okresie recyr-
kulacji krwi, pomimo powrotu czynnosci bioelektrycznej OUN.
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Ryc. 11, M6zdzek. Komérka Purkinjego. Fragment jgdra (N) ze skupieniami ziar-

nistosci interchromatynowych (I). W cytoplazmie liczne obrzmiale mitochondria

(M), duza ilo§¢ poszerzonych zbiornikéw gladkiej siateczki $rodplazmatycznej (S)

oraz kroétkie, pofragmentowane kanaly ziarnistej siateczki $roédplazmatycznej (ER)

z malg iloSciag rybosomoéw. Czas niedokrwienia 30 min, czas przezycia 3 godz.
Pow. 9000 X

Fig. 11. Cerebellum, Purkinje cell. Fragment of nucleus (N) with aggregations

of interchromatin granules (I). In cytoplasm abundant dilated cisternae of smooth

endoplasmic reticulum (S) and short, fragmented channels of granular endopla-

smic reticulum (ER) with scanty ribosomes. 30-min ischemia, survival time 3 h.
X 9000

Zasadniczy wzorzec nieprawidlowosci ultrastrukturalnych byl wspolny
dla wszystkich badanych czesci OUN. Obecne byly one zaréwno w for-
macjach szarych i bialych. W poszczegolnych strukturach wystepowaty
jednak pewne odrebnosci morfologiczne, pozwalajace na prébe okreslenia
dynamiki procesu i jego sekwencji czasowych. Badania mikroskopowo-
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-elektronowe wykazaly miedzy innymi, Ze w przedniej czesci zwojow
podstawy uszkodzenia komorek nerwowych wystepawaly szybciej i byly
silniej zaznaczone niz w ich tylnej czesci. W rdzeniu przedltuzonym, wy-
stepujace juz po 3 godz. recyrkulacji krwi, nieprawidlowosci ultrastru-
kturalne nasilaly sie po uplywie 6 godz. Natomiast ultrastrukturalne
zmiany w mozdzku po 3 i 6 godz. obserwacji mialy taki sam charakter
i nasilenie.

Nieprawidlowosci w obrazie ultrastrukturalnym gleju mialy jedna-
kowy charakter we wszystkich badanych czesciach mézgowia i wyrazaty
sie jego znacznym obrzmieniem.

Zmiany obserwowane w obrazie mikroskopowo-elektronowym wszyst-
kich badanych struktur byly wykladnikami narastajgcego obrzeku i po-
stepujacej destrukecji elementow komorkowych mozgu. Wyrazaly sie one
zmniejszeniem gestosci elektronowej cytoplazmy i karioplazmy neuronow
oraz gleju, obrzmieniem mitochondriéw i poszerzeniem kanaléw ziarnistej
siateczki $rédplazmatycznej, wystepujacym przede wszystkim w komor-
kach nerwowych i zubozeniem zawartosci organelli cytoplazmatycznych,
wlasciwym glownie dla astrocytow. Obecne bylo rowniez narastajgce po-
szerzenie przestrzeni miedzykomorkowych zarowno w formacjach bia-
tych, jak i szarych. Tego typu nieprawidlowosci opisywane byly przez
licznych autoréw w podobnych warunkach doswiadczalnych oraz w ma-
teriale zwierzat poddanych krotszemu niedokrwieniu moézgu (Chiang
i wsp. 1968; Hossmann, Sato 1970; Arsenio-Nunes i wsp. 1973; Jenkins
i wsp. 1979; Kalimo i wsp. 1979; Pluta, Gajkowska 1984).

Na szczeg6lng uwage zastuguja zmiany stwierdzone w jadrach ko-
morek nerwowych tylnej czesci zwojow podstawy i w komoérkach gle-
jowych we wszystkich badanych strukturach osrodkowego ukladu ner-
wowego. Roznily si¢ one zaré6wno swoim obrazem mikroskopowym, jak
i dynamika. Wprawdzie i w neuronach, i w gleju pojawialy sie one
juz w 3 godz. po niedokrwieniu, jednak przez caly okres obserwacji
stwierdzano je tylko w astrocytach, natomiast w komoérkach nerwowych
w 6 godz. byly juz nieobecne. Nieprawidlowosci jader neurondéw wyra-
zaly sie obecno$cig licznych struktur pecherzowatych, o zmiennej wiel-
kosci, wypelniajgcych znaczng cze$¢ karioplazmy. Towarzyszylo im nie-
rownomierne rozlozenie i przesuniecie na obwo6d chromatyny, zbitej
w grudki oraz zwigkszona ilos¢ ziaren interchromatyny. Tego typu
zmiany opisywano juz wczesniej w neuronach kory ruchowej w warun-
kach calkowitego niedokrwienia i przegrzania moézgu (Pluta, Gajkow-
ska 1984; Dydyk, Pluta 1984). Mechanizm ich powstawania wigzano
z zaburzeniami gospodarki wodno-elektrolitowej komoérki, prowadzacymi
do wpuklania si¢ w obreb karioplazmy wewnetrznej blaszki otoczki ja-
drowej. Masywne uszkodzenie jgdra prowadzi¢ moglo do glebokiego
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uposledzenia metabolizmu komorki, konczgcego sie jej nieodwracalnymi
zmianami i $miercig.

Zmiany w jadrach glejowych mialy odmienny charakter. Wyrazaly
sie one znacznym poszerzeniem przestrzeni zawartej miedzy wewnetrz-
ng i zewnetrzng blaszkg otoczki jadrowej, prowadzacym do pecherzo-
watych wpuklen blony zewnetrznej do cytoplazmy. Mechanizm tego
zjawiska jest nieznany. Wydaje sie jednak, iz mimo odmiennosci obra-
z6w mikroskopowo-elektronowych moze on by¢ podobny jak w przy-
padku zmian w jagdrach neuronéw. Za ich zwigzkiem z ewentualnymi
zaburzeniami gospodarki wodno-elektrolitowej komorki przemawiaja ma-
sywne cechy obrzmienia astrocytéow. Fakt wiekszego nasilenia zmian
jadrowych w gleju w 6 godz. po niedokrwieniu w tym kontekscie mozna
by wigza¢ z poglebiajacym sie w tym czasie ich obrzmieniem.

Podsumowujgc przedstawione powyzej spostrzezenia nalezy stwier-
dzi¢, ze w jadrach podstawy i w moézdzku dominujgcym elementem nie-
prawidlowosci ultrastrukturalnych bylo uszkodzenie komoérek nerwo-
wych. W rdzeniu przediluzonym natomiast ich istotnym komponentem
byly zmiany w obrazie wlokien nerwowych i oslonek mielinowych.
Zmiany komorek glejowych, identyczne we wszystkich strukturach os-
rodkowego ukladu nerwowego, mialy tendencje do nasilania si¢ w mia-
re wydluzania sie czasu po przebytym niedokrwieniu. Nie stwierdzono
korelacji miedzy morfologicznym obrazem OUN a powrotem jego czyn-
nosci bioelektrycznej.

Autor serdecznie dziekuje Panu Stawomirowi Januszewskiemu za wspolprace
podczas wykonywania do$wiadczen.

PAHHUE VJIbTPACTPYKTYPHBIE UBMEHEHMA B CTBOJIOBBIX V3JIAX,
MO3XEUKE U TTPOJIOJITOBATOM MO3I'Y B PE3VJIBTATE ITOJIHOM
VIEMNMHA MO3I'A B TEYEHME 30 MUHVYT

Pe3ome

B paboTe paccMaTpUBAIOTCS YIABTPACTPYKTYPHBIE MCCIENOBAHUS MO3Ta KpOJdKa, COAepxKas-
merocsi B Tedenne 30 MEHYT B YCIOBHAX MOMHOM MimeMun. ViccrnemoBanus NOKa3alid, YTO B Nepe-
Hell YacTH CTBOJIOBBIX Y3JIOB NOBPEKACHHS HEUPOHOB IOJ BO3JCHUCTBHEM MINEMHH BBICTYHAJIH
paHbLIE ¥ NPOSBIAINCH GoJjiee OTYETIMBO, YeM B 3anHeil. B mpomosroBaToM MO3TY HAapyILICHUS
NOSABIISUIACH B T€YEHHE TPEX YaCOB IOCIIC BO30OHOBNICHAS LIUPKY/ISALHA U YCHIIMBAJIACH N0 HCTEYe-
HHUH [IECTH YacoB. B TO e BpPeMs B MO3XK€YKe YIbTPACTPYKTypHBIE M3MEHEHHs Yepe3 3 u 6 4acoB
110CJI€ BOCCTAHOBJICHHSI KPOBOOOpALIeHHs HE OTIMYAIMCH HA IO XapakTepy, HA MO HHTEHCHBHOCTH.
Hapymennsi B yIbTpacTpyKTypHOI KapTHHE TJIAM BBITJISEIH OJMHAKOBO BO BCEX OOCIIEOBAHHBIX
YacTAX MO3ra ¥ NpOSBIUIMCE B Bae oTeka. Ocoboe BHUMAHHE ClleyeT OOpaTHTh HA A3MEHEHHS
B sApax HEWPOHOB 3a/JHEN YaCTH y3JIOB CTBOJIA M IJIMANBHBIX KJIETOK MCCIENOBAHHBIX MO3IOBBIX
CTpYKTYp. JlaHHBIE H3MEHEHHs CBA3aHBI C TpaHCloKauueldl MeMOpaH sgepHo# ob6onoukn. B sapax
HEMPOHOB MeMOpaHb! AAepHOM 0060I0YKH NEepeMemainch B KApAOIUIa3My, a B IJIMAJIbHBIX KIETKax
— [0 HANpaBICHHIO K LHUTOIUIA3Me.
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EARLY ULTRASTRUCTURAL CHANGES IN BASAL GANGLIA, CEREBELLUM,
AND MEDULLA OBLONGATA FOLLOWING 30-MIN COMPLETE CEREBRAL
ISCHEMIA

Summary

Experiments were performed on rabbits in which 30-min complete cerebral
ischemia was induced. Electron microscopic studies revealed that impairment of
nerve cells appeared earlier and was more pronounced in the anterior part of
“basal ganglia than in the posterior part. Ultrastructural abnormalities in medulla
were present 3 h after recirculation beeing more advanced after 6 h. Instead,
cerebellum displayed changes of the same character and intensity 3 and 6 h
after restitution of cerebral circulation. Ultrastructural glia abnormalities were
similar in all studied structures and were manifested by significant swelling
of cell bodies and processes. Special attention should be paid to the changes of
nerve cells nuclei in the posterior part of basal ganglia and astroglial nuclei in
all investigated areas. They consisted in displacement of nuclear envelope mem-
branes into karyoplasm of nerve cells and into cytoplasm of glial cells.
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CHANGES IN BRAINS OF INFANTS AND CHILDREN
WHO DIED OF NEOPLASTIC DISEASES
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National Research Institute for Mother and Child, Warszawa

The problem of eventual lesions arising in the central nervous system
(CNS) during polychemotherapy applied for treatment of neoplastic di-
seases is still poorly known. Experimental studies demonstrated some
changes in brains of animals treated with several cytotoxic drugs. They
were observed not only after administration of CCNU (lomustin), a drug
known to penetrate through the blood-brain barrier, but also after cy-
clophosphamide (endoxan) and other antimitotics (Dambka, Maslinska
1986; Maslinska 1986). Observations of eventual brain changes develop-
ing in the course of prolonged chemotherapy in humans are still scarce
(Schiffer et al. 1981). The damaging influence of radiotherapy on the
CNS is better known (De Reuck, van der Ecken 1975). Our attention
focused on encephalopathy following complex treatment with X-rays
and cytostatics.

Complex treatment of the majority of cases, the noxious influence of
the neoplastic disease itself and also a particular clinical history of each
case complicate such studies very much.

Nevertheless, findings in routine neuropathological examination of
the brains of infants and children who died of neoplastic diseases seem
to be worth reporting. They allow to assume some causal relationship
between the prolonged polychemotherapy and morphological changes
observed in the CNS.

Neuropathological observations

From about fourty cases of children who died of neoplastic disease
we have chosen seventeen which were differentiated into groups cha-
racterized by a comparable clinical course and duration of the applied
treatment.

9 — Neuropatologia Pol. 2/86
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Table 1. Neoplastic disease of internal organs in cases not treated with chemotherapy
Tabela 1. Choroba nowotworowa narzadéw wewnetrznych bez stosowania chemioterapii

Case Diagnosis Treatment
Przypadek Rozpoznanie Leczenie

1 99/79 J. R.  Neoblastoma non diffe- Died at the beginning of radiotherapy
months rentiatum disseminatum Zmart na poczatku stosowania radioterapii
mies.

2 97/79 M. W. Neuroblastoma regionis Died at the beginning of chemotherapy

months praesacralis Zmarl na poczatku stosowania chemioterapii
mies.
3 7/80 W.K. Hepatoblastoma Surgery
s years Leczenie chirurgiczne
" roku
4  33/80 W.Z. Ganglioneuroma regionis  Surgery. Duration of disease 2 months
8 years praesacralis Leczenie chirurgiczne. Czas trwania choroby
lat 2 mies.
5 40/80 E.N. Adenocarcinoma glan- Surgery. Duration of disease 1 year
8 years dulae salivaris Leczenie chirurgiczne. Czas trwania choroby
lat 1 rok

The first group (Tab. 1) consititutes a kind of control group. It
includes five cases in which the neoplastic process did not involve the
CNS. In 3 cases surgery was the main treatment and chemotherapy was
used not longer than for a few days. CNS lesions were rather insigni-
ficant in this group. In younger cases they were minimal, in two older
ones mild cerebellar and cortical changes were observed. On the other
hand, a set of symptoms consisting of brain edema and hyperemia and
in three of five cases (1, 4, 5) disseminated intravascular coagulation
(DIC) were found (Fig. 1).

In the second group (Tab. 2) the majority of cases with neoplastic
disease did not involve the CNS, only in two of them (2 and 4) were
cerebral and meningeal metastases found. Surgery and radiotherapy of
primary neoplastic lesions (not in CNS) were applied, but polychemo-
therapy was in this group the most important and prolonged treatment.
Antimitotic drugs were used in classical composition.

In the brains of this group pathological changes of various intensity
were observed. In two of them (6 and 7) narrow cortical convolutions
and large sulci manifested some degree of cortical atrophy. In micro-
scopic examination neuronal rarefaction and cellular lesions, not only
in these cases, but also in five other ones (1, 2, 3, 4, 8) were found
(Fig. 2). Pathologic changes in the cerebellar cortex (Fig. 3) were obser-
ved with similar frequency. Other advanced lesions observed in this
group concerned cerebral vascular walls which displayed fibrosis and
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Fig. 1. Intravascular coagulation in a small vessel in the white matter. PAS.
X 60
Ryc. 1. Wykrzepianie $rédnaczyniowe w malym naczyniu w istocie bialej. PAS.
Pow. 60 X

‘Fig. 2. Neuronal rarefaction in the cortex. Cresyl-violet. X 60
Ryc. 2. Ubytki neuronéw w korze mozgu. Fiolet krezylu. Pow. 60 X

Table 2. WNeoplastic disease of internal organs treated with long-lasting chemotherapy
Tabela 2. Choroba nowotworowa narzadéw wewnetrznych. Dlugotrwala chemioterapia

Nr Case Diagnosis Therapy
Przypadek Rozpoznanie Leczenie
1 77/82 M.R. Carcinoma mucocellu- Chemotherapy 8.5 months
1 months lare Chemioterapia 8,5 mies.
1 es. (SFV, VCR, CCNU)
2 101/79 J. Sz. Histocytosis x Chemotherapy 3 months
months generalisata Chemioterapia 3 mies.
> mies. (Velbe, MTx, VCR)
3 55/80 M D. Sarcoma neurogenes Surgery. Radiotherapy. Chemotherapy
years regionis lumbo-sacralis 8 months
2 lata Lecz. chirurgiczne, radioterapia, chemiote-
rapia 8 mies.

(VCR, CTIC, ADM)
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4 11/80 M.N. Neoplasma malignum
8 years Sfusocellulare (synoviale)
lat regionis inquinalis
5 64/80 M. M. Lymphoma mal. abdo-
years minis IV°. Metastases

8 lat ad cerebrum

6 114/79 P. G. Lymphogranulomatosis
years maligna B III (Infil-

. lat tratio neoplasmatica
mediastini et lympho
nodulorum)

7 108/79 J.S.  Sarcoma Ewingi costae

2 years IX sin. Metastases ad

1 lat pulmonem

8  486/81 G. W. Neuroblastoma
years
12 lat

M. Dambska et al.

Surgary. Radiotherapy 6 months
Lecz. chirurgiczne, radioterapia 6 mies.
(VCR, DTIC, ADM)

Chemotherapy 2 months
Chemioterapia 2 mies.
(VCR, MTx)

Radiotherapy. Chemotherapy 8 months
Radioterapia. Chemioterapia 8 mies.
(VCR, NH,)

Radiotherapy. Chemotherapy

Radioterapia. Chemioterapia

(VCR, CTx, ACTD)

Surgery. Radiotherapy. Chemotherapy
Lecz. chirurgiczne. Radioterapia. Chemio-
terapia

(VCR, CCNU)

Mr1x — metathrexat, VCR — vincristina, CTx — cytoxan, ADM — adrianomycin, ACTD —

actinomycin D

Table 3. Neoplastic disease of internal organs and/or central nervous system

Tabela 3. Choroba nowotworowa narzadéw wewnetrznych i/lub osrodkowego ukladu nerwowego

Ni Case Diagnosis Treatment
Przypadek Rozpoznanie Leczenie
1 37/80 Z.P.  Lymphoma malignum Radiotherapy. Chemotherapy 4 months
2 years pleurae et pulmonum Radioterapia. Chemioterapia 4 mies.
lata (MTx, VCR, CTx, ADM)
b TR 1 e Rabdomysarcoma pal- Surgery. Radiotherapy. Chemotherapy
years pebrae et orbitae dextr. 8.5 months
lata Sarcomatosis meninguum  Lecz. chirurgiczne. Radioterapia.

3 78/79 Z. M. Retinoblastoma oculi

3 years dextri. Metastases ad
lata cerebrum
4  429/79 S.B. Medulloblastoma
5 years
lat

Chemioterapia 8,5 mies.
(CTx, ACTD, VCR, Velbe)

Surgery. Radiotherapy. Chemotherapy
2.5 months

Lecz. chirurgiczne. Radioterapia.
Chemioterapia 2,5 mies.

(VCR, CCNU, ACTD)

Surgery. Radiotherapy. Chemotherapy
4 months

Lecz. chirurgiczne. Radioterapia.
Chemioterapia 4 mies.

(CCNU, VCR)

Nohations as in Table 2.
Objadnienia jak w tabeli 2.
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Fig. 3. Loss of Purkinje cells and rarefaction of granular layer. Cresyl-violet.
X 60

Ryc. 3. Ubytki komérek Purkinjego i przerzedzenie warst.wy ziarnistej. Fiolet
krezylu. Pow. 60 X

Fig. 4. Fibrotic changes in small cortical vessels. Van Gieson-orceine. X 100

Ryc. 4. Zwléknienie drobnych naczyn w korze mozgu. Van Gieson-orceina. Pow.
100 X

hyalinization (Fig. 4). Not only hyperemia and edema, like in the pre-
vious group, were common, but even small perivascular necrotic foci
were sporadically found. DIC was diagnosed in five of eight cases.
The last group (Tab. 3) includes four cases with metastatic or pri-
mary tumors of the CNS. The patients were admitted for radiotherapy
of the brain and prolonged chemotherapy was also applied in the course
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Fig. 5. Small necrotic focus in cerebral cortex. H—E. X 100
Ryc. 5. Male ognisko martwicy w korze moézgu. H—E. Pow. 100 X

Fig. 6. Damage of vascular walls and perivascular transudate. H—E. X 60
Ryc, 6. Uszkodzenie §cian naczyn i przesieki okolonaczyniowe. H—E. Pow. 60 X

of and after irradiation. Neuropathological changes were most severe
in this group. The postirradiation damage of the white matter was part-
icularly prominent in cases 3 and 4. Damage of myelin sheaths and dis-
seminated foci of parenchymal necrosis were observed. Gray structures
(cerebral and cerebellar cortex), were also damaged in all cases, part-
icularly in cases 2 and 3. Small necrotic foci were observed in those
structures (Fig. 5) and within such lesions small fibrotic vessels were
found. In all cases of this group the damage of vascular walls was ra-
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Fig. 7. Obliteration of meningeal space, damage of vascular walls. H—E. X 60

Ryc. 7. Zarosniecie przestrzeni oponowej, uszkodzenie $cian naczyn. H—E. Pow.
60 X i i

ther severe (Fig. 6), not only arround the tumor, but also in the other
hemisphere. Fibrosis, hyalinization or even necrotic changes of vessel
walls were seen. Fibrotic changes in meninges were found in two cases,
causing partial obliteration of the meningeal space (Fig. 7). Hyperemia
and edema were generalized in all cases, DIC was found in cases 3
and 4.

DISCUSSION

In all the examined groups of cases generalized edema and hypere-
mia were observed. On this background in eleven out of seventeen cases
disseminated intravascular coagulation was noted. This set of symptoms,
regardless the diagnosis and treatment of particular cases, could be re-
lated to the final, critical period before death. DIC diagnosed morpho-
logically in more than 60°%o of cases indicates severe generalized meta-
bolic disturbances during the fatal course of neoplastic disease.

Other neuropathologic changes were more pronounced in brains of
children after prolonged polychemotherapy, than in patients with neo-
plastic disease, but not subjected to this treatment. Unfortunately, the
survival of only one of them was comparable. Neuronal lesions with
features of atrophy of cerebral cortex and neuronal loss in the cere-
bellar cortex were observed and damage of vascular walls was also
a very constant finding. This could be partially responsible for paren-
chymal lesions. The young age of patients allows us to consider fi-
brosis and hyalinization of vessels as pathologic, related to disease, or
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the treatment which was applied. This is in agreement with the obser-
vations of Schiffer et al. (1981). Experimental studies on animals (Iwa-
nowski 1985) also demonstrated degenerative changes in cerebral vessel
walls in young rabbits treated with cyclophosphamide.

Our cases treated with X-ray irradiation and chemotherapy showed
similar features as described by De Reuck and van der Ecken (1975) and
Burger et al. (1979), but with advanced lesions in gray structures si-
milarly as in the cases of Schmidt-Sidor et al. (1986). While De Reuck
and van der Ecken (1975) considered those structures to be more re-
sistant to irradiation, in our cases, the cerebral and cerebellar cortex
were damaged as well as small vessels in those structures. It may be
supposed that the simultaneous influence of radio- and chemotherapy
may contribute to the incidence of lesions in gray structures.

The presented material is evidently too limited to allow definite con-
clusions. We consider our observations as an invitation to further in-
vestigations of the influence of anti-neoplastic treatment on the central
nervous system.

ZMIANY ‘W MOZGACH DZIECI ZMARLYCH Z POWODU
CHOROBY NOWOTWOROWEJ

Streszczenie

Zbadano moézgi 17 dzieci zmarlych z powodu choroby nowotworowej. Z 16
przypadkéw nowotworéw narzgdéw wewnetrznych 5 mialo przerzuty do ukladu
nerwowego, 1 przypadek dotyczy! pierwotnego guzu moézgu. Chorzy byli leczeni
chirurgicznie, za pomocg radioterapii, a przede wszystkim z zastosowaniem wielo-
lekowej chemioterapii. Poréwnujgc grupy o podobnym sposobie leczenia starano
sie ocenié, czy dlugotrwale stosowanie cytostatykéw wywoluje zmiany w OUN?
W mézgach dzieci leczonych tg metodg zaobserwowano wigksze niz u dzieci nie
poddanych chemioterapii uszkodzenie $cian naczyn moézgu i uszkodzenia kory
moézgu i mézdzku o réznym nasileniu. We wszystkich przypadkach, niezaleznie od
stosowanego leczenia, widoczne byly obrzek i przekrwienie, a w ponad 60° przy-
padkéw zesp6l wykrzepiania $rédnaczyniowego, ktore trzeba odnies¢ do ciezkich
zaburzen krazeniowych i metabolicznych okresu zej$ciowego.

MU3MEHEHMS B MO3I'Y JIETEN,
MPUYUHON CMEPTHU KOTOPBLIX BbUJIM 3JIOKAYECTBEHHBIE 3ABOJIEBAHUS

Pe3ome

ABTOpBI 06CneoBanu Mo3r 17 meTeif, CMepTh KOTOPBIX HACTYNHIIA B PE3yJIbTaTe 3JI0Ka4Y€cT-
BEHHOTO HEOIUTa3MaTH4eckoro 3aGonesannsi. B 5 u3 16 cnyyaeB omyXxoJiM BHYTPEHHHMX OPraHOB
6buM OOHApYXeHBl METAacTa3bl B HEPBHYIO CHCTeMy. B 1 ciyyae mmenach mepBHYHas ONYyXOIb
Mo3ra. Bece GonbHbIE NPOLITH XHPYPrAYECKOE W PaJHOTEPANeBTHYECKOE JICYCHUE U, NPEXIE BCETO,
XHMEOTepaneBTHIECKOe JIeYeHHE C NPUMEHEHHEM Da3JIMYHBIX JIEKAPCTBEHHbIX mpemapaToB. Cpas-
HHBas rpynnoy GOJIBHBIX, B JIEYEHHH KOTOPHIX NMPUMEHSUIACH MOA0OHbIE METOIBI, aBTOPHI MOMBI-
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TaJIMCh ONPE/CTATh, BEI3bIBACT JIH JIATENBHOE IPUMEHEHHE IATOCTATHYECKHX CPEACTB M3MEHEHHS
B IIEHTpaIbHO! HEPBHOM cucTeMe. B Mo3ry nereif, moABeprmmMXcsi BO3AEHCTBAIO XHMHOTEPAITHH,
obHapyxeHo Gojiee 3HAYATENBHOE MMOBPEKICHHE CTEHOK KPOBEHOCHBIX COCYIOB, YEM B TeX CIy-
YasX, KOrZla XMMHOTEpAINAsl He NPUMEHSIACh, a Takke 0ojiee WM MeHee TsKeNble NOBPEKICHAS
KOPBI FOJIOBHOTO MO3ra M MoO3Xe4ka. Bo BCex paccMaTpuBaeMBbIX CIIydasx, HE3aBHCHMO OT METO/a
JIEYCHHs, OTMEYAETCs OTEK MO3ra M THnepeMus, a cBeime 609, ciyyaeB oGHAPYXHBAIOT CHHAPOM
BHYTPHCOCYJHCTBIX TPOMOO30B, KOTODBI CIEAyeT OTHECTH K YHMCIY TAXKEIBIX HApYIIEHHH KPOBO-
obpamenns BO BpeMsi arOHHH.
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ANDRZEJ LOESCH

EFFECT OF HIGH AMBIENT TEMPERATURE ON THE
NEUROHYPOPHYSIS OF THE RABBIT. FURTHER EVIDENCE
OF ULTRASTRUCTURAL ALTERATIONS
IN NEUROHYPOPHYSIAL AXONS AND PITUICYTES

Laboratory of Ultrastructure of the Nervous System, Medical Research Centre
Polish Academy of Sciences, Warszawa

Previous reports from this Laboratory have presented some ultra-
structural alterations of the hypothalamo-neurohypophysial system of
rabbit exposed to high ambient temperature for 3 h (Gajkowska et al.
1985; Loesch et al. 1985). These studies suggest that 3 h-lasting hyper-
thermic stress causes an activation of the hypothalamo-neurohypophysial
axons which display no neurosecretory granules (Loesch et al. 1985).
From the studies mentioned above it is clear, however, that the spec-
trum of such alterations in the neurohypophysis is best revealed 24 h
after application of the heat stress. In contrast to the previous report
(Loesch et al. 1985) in the present experiments the animals underwent
three exposures to high ambient temperature.

MATERIAL AND METHODS

The neurohypophysial axons and pituicytes of 6 adult male Albino
rabbits weighing 2.5—3.0 kg were exposed three times (every 24 h)
to heat stress. Each experimental animal was singly placed in a thermic
chamber and exposed for 3 h to high ambient temperature of 38—39°C.
Air of the same temperature and relative humidity ranging between 60
and 75% was passed through this chamber. Before and after application
of heat stress the body temperature of each animal was measured in
the rectum. Controls were two rabbits. Both groups of animals were
kept in the same conditions and were supplied with food and water ad
libitum.

For ultrastructural purposes neurohypophysis samples were taken
24 h after the last exposure to high ambient temperature. The speci-
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Fig. la—c. Control rabbit. Ia. In the axon profiles (Ax) numerous neurose-

cretory granules and microvesicles. X 20000. 1b. Within pituicyte (P) moderate

amounts of organelles. X 7000. Ic. A fragment of pituicyte (P) with Golgi com-
plex profile. X 30000

Ryc. la—c. Krélik kontrolny. la. W aksonach (Ax) liczne ziarnisto$ci neuro-

sekrecyjne i mikropecherzyki. Pow. 20000 <. 1b. W obrebie pituicyta (P) umiar-

kowana ilo§¢ organelli cytoplazmatycznych. Pow. 7000 X. Ic. We fragmencie pi-
tuicyta kompleks Golgiego. Pow. 30000 X
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Fig. 2a—b. Heast-stressed rabbit. 2a. Numerous degranulated axon profiles (Ax)
are seen throughout the neurohypophysis. X 5000. 2b. Axon profiles (Ax) abund-
ant in clustered microvesicles. X 22000

Ryc. 2a—b. Krélik po stresie hipertermicznym. 2a. Liczne profile aksonéw (Ax)
pozbawione ziarnistoSci neurosekrecyjnych. Pow. 5000 X. 2b. Profile aksonéw (Ax)
z obfitymi gronami mikropecherzykéw. Pow. 22000 X
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Fig. 3a—c. Heat-stressed rabbit. 3a. An axon profile (Ax) filled with lysoso-

mal bodies. Note large vacuole (asterisk) in pituicyte (P) cytoplasm. X 6 000. 3b.

Altered axon profiles containing myelin sheath-like formations and myelinoid

figures. X 22000. 3c. A fragment of pituicyte (P) containing numerous organelles
including lysosomal bodies. X 7000

Ryc. 3a—c. Krolik po stresie hipertermicznym. 3a. Profil aksonu (Ax) wy-

pelniony lizosomami, w pituicycie duza wakuola (gwiazdka). Pow. 6000 <. 3b.

Zmienione profile aksonéw zawierajace struktury mielinopodobne. Pow. 22000 <.
3c. Fragment pituicyta (P) zawierajacy liczne lizosomy. Pow. 7000 X
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mens both from control and experimental rabbits were fixed in 3%g
glutaraldehyde, postfixed in 2% osmium tetroxide, dehydrated in etha-
nols and embedded in Epon. Ultrathin sections containing neurohypophy-
sis were stained with uranyl acetate and lead citrate and subsequently
examined in a JEM-7a electron microscope.

RESULTS

Control rabbits

In the control rabbits neurohypophysis the ultrastructural features
of neurosecretory axons, pituicytes and blood capillaries were similar
to those described previously (Barer, Lederis 1966; Christ, Bak 1970;
Loesch et al. 1985). In brief, neurohypophysial axons including their
terminals in the perivascular area contained abundant neurosecretory
granules (Fig. la). These axons also contained numerous clear micro-
vesicles and some mitochondria. Pituicytes were embedded between the
axon profiles and displayed moderate amounts of cytoplasmic organelles
i.e granular endoplasmic reticulum, Golgi complex, mitochondria and
some lysosomal bodies (Figs 1b,c).

Heat-stressed rabbits

In comparison to the control animals the body temperature measured
in the rectum was increased from 38.0°C (control animals) to 40.5°C
(after first thermal exposure), 40.2°C (after second), and 39.5°C (after
third). 24 h after the last exposure the body temperature of the rabbits
was higher from that of controls and stabilized at 39.4°C.

In electron microscopy, the neurohypophysial axons and pituicytes
of heat-stressed rabbits displayed ultrastructural features that were ab-
sent in control animals. In addition to the scarcity of axon profiles con-
taining neurosecretory granules, the majority of profiles were signifi-
cantly altered. Most of them appeared as a swollen processes free of
neurosecretory granules, showing electron-lucent axoplasm. The profiles
contained swollen mitochondria (Fig. 2a). The other profiles, especially
those situated in perivascular area, were abundant in clustered micro-
vesicles (Fig. 2b). In some profiles predominance of lysosomal bodies
was visible (Fig. 3a). Axon profiles containing myelin sheath-like for-
mations or myelin-like figures have been also observed (Fig. 3b). In
these profiles alterations of the axoplasm and mitochondria was visible.

Some of the pituicytes were markedly altered as compared with con-
trols. Two classes of pituicytes were distinguished: The first class of
cells displayed numerous cytoplasmic organelles including Golgi com-
plex profiles, swollen mitochondria, free ribosomes, many lysosomal
bodies, and some large vacuoles (Figs 3a,c). In some of these cells the
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Fig. 4a—b. Heat-stressed rabbit. 4a. A fragment of pituicyte (P) displaying va-
cuole-like structure (arrow) originating from dislaminated nuclear envelope; the
structure contains tighly arranged lamellar whorls. Ax — neurosecretory axon.
X 35000. 4b. A swollen pituicyte (P) with cilia emerging from the basal body
(arrow) X 7000

Ryc. 4a—b. Kroélik po stresie hipertermicznym. 4a. Fragment pituicyta (P) z wa-
kuolopodobna struktura (strzatka) pochodzgca z rozwarstwionej oslonki jadrowej;
struktura ta zawiera wewnatrz lezgce, gesto utkane blaszkowate pierScienie. Ax —
akson neurosekrecyjny. Pow. 35000 X. 4b. Obrzmialy pituicyt (P) zawierajgacy rzeske
odchodzgca od cialka podstawowego (strzatka). Pow. 7000 X
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nuclear envelope formed vacuole-like invaginations protruding into the
cytoplasm; the invaginations contained loosely or tightly arranged la-
mellar whorls (Fig. 4a). The second class of pituicytes displayed electron-
-lucent cytoplasm with scarce organelles. In this class of pituicytes se-
parately located cilia have been encountered. They emerged from the
typical basal bodies and ran in parallel to the pituicyte plasmalemma
(Fig. 4b).

DISCUSSION

From the results of the present study, it is clear that the neurohy-
pophysial axons and pituicytes undergo ultrastructural alterations 24 h
after 3 exposures of rabbits to high ambient temperature. Simulta-
neously, both neurohypophysial axons and pituicytes exhibit some signs
of degeneration.

The present study suggest that the ultrastructural changes of a num-
ber of axon profiles, especially those free of neurosecretory granules
reflect an enhanced activity of the hypothalamo-neurohypophysial sy-
stem leading to depletion of neurohormone(s) content in the neurohypo-
physis. It is well known, that hyperthermic stress causes some changes
in neurohormones content in the neurohypophysis. Forsling and Ullmann
(1977), and Szczepanska-Sadowska (1977) report an increased vasopressin
secretion in mammals upon hyperthermic stress. The possibility must
also be considered that upon activation of the hypothalamo-neurohypo-
physial system of mammals, the neurosecretory material may frequent-
ly appear both in granular and extragranular phases (Norstrom 1975).
Thus, it is not certain here, whether the presence of axon profiles free
of neurosecretory granules reflects an increased release of neurohypophy-
sial hormones, or if it is an expression of a high rate of neurohormone
synthesis. Unfortunately, on the basis of the present study the possible
relationship, that may exist between the perceived ultrastructural featu-
res of the axons and neurohormone content in the neurohypophysis of
heat-stressed rabbits cannot be established. The problem of possible in-
creased vasopressin secretion in heat-stressed rabbits has been discussed
in a previous paper (Loesch et al. 1985).

There are some indications in the present study that neurohypophy-
sial axons undergo degeneration in heat-stressed rabbits. Thus, these
results confirm some previous observations concerning neurohypophysial
axons of rabbits which underwent a single exposure to high ambient
temperature (Loesch et al. 1985). In the present study, however, some
axons display more drastic alterations, i.e. the appearance of myelin
sheath-like or myelin-like figures with simultaneous destruction of the
normal structure of the axon. Some lines of evidence suggest that the
appearance of the structures mentioned above can be related to ischemic

10 — Neuropatologia Pol. 2/86
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factors affecting the central nervous system. For example, the multila-
mellar bodies and the lamellar whorls similar to myelin sheaths have
been found within the mongolian gerbil hypothalamo-neurohypophysial
system after short-term cerebral ischemia (Loesch 1983a,b). On the other
hand, some studies indicate that the appearance of lamellar whorls is
related to some physiological changes (metabolic transformation difficult
to identify) rather than to anoxic-ischemic conditions exclusively (Yu
et al. 1972). It is striking to note, however, that in heat-stressed mam-
mals the involvement of some ischemic factors (i.e. increase of brain
oxygen consumption, increase in brain-barrier permeability, thermally
stimulated panting) leading to development of cerebral ischemia is evi-
dent (Carlsson et al. 1976).

The present study indicates that pituicytes participate in the general
response of the hypothalamo-neurohypophysial system to the application
of heat-stress. Still, however, the functional role of pituicytes is not clear
(see for review: Witkowski 1980). On the other hand, several studies
evidenced some ultrastructural changes within pituicytes which suggest
an active involvement of the cells in certain physiological processes that
may take place in the neurohypophysis under physiological or patholo-
gical conditions (Krsulovic, Briickner 1969; Dellman et al. 1974; Takei
et al.; 1980; Tweedle, Hatton 1980; Loesch 1981, 1983b). Similarly, the
same is true for the pituicytes cultured in vitro (Dellmann 1973; Zare-
ba-Kowalska et al. 1983).

There is a coincidence between the ultrastructural features of some
pituicytes in heat-stressed rabbits and those found in the cat neurohypo-
physis after acute short-term intracranial pressure (Rap, Chwalbinska-
-Moneta 1978). In both types of the above mentioned stress the appear-
ance of pituicytes with dislaminated nuclear membrane was noted. Rap
and Chwalbinska-Moneta (1978) suggest that the enhanced activity of
the hypothalamo-neurohypophysial system (including reactive forms of
pituicytes) upon intracranial hypertension is induced by the effect of
ischemic hypoxia. Thus, as concerns the above mentioned observations,
the possibility cannot be excluded that some of the ultrastructural chan-
ges within pituicytes of heat-stressed rabbits are associated with deve-
loped (less or more) cerebral ischemia.

The appearance of ciliated pituicytes that also display some swelling
of cell body may be of similar origin in heat-stressed rabbits. Ciliated
pituicytes - (“ependymal pituicytes”) were also observed in other patho-
logical conditions, for example, in patients undergoing hypophysectomy
for palliative treatment of advanced carcinoma (Takei et al. 1980). On
the other hand, the occurrence of ciliated pituicytes may be discussed
in relation to the possible neuroectodermal ependymal origin of some
pituicytes in the mammalian neurohypophysis (Holmes, Ball 1974; Ga-
labov, Schiebler 1978; Takei et al. 1980).
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In conclusion, the ultrastructural data reported in the present paper
suggest the involvement of the neurohypophysial axons and pituicytes
in reorganization of the hypothalamo-neurohypophysial system of the
rabbits in response to the 3 times applied heat-stress. The results disclo-
se some ultrastructural alterations of many neurohypophysial axons and
pituicytes.

WPLYW WYSOKIEJ TEMPERATURY OTOCZENIA
NA CZESC NERWOWA PRZYSADKI KROLIKA.
KOLEJNE ZMIANY ULTRASTRUKTURALNE W AKSONACH I PITUICYTACH

Streszczenie

Badano ultrastrukture aksonéw i pituicytéw krélikéw poddanych trzykrotnie
(co 24 godz.) dzialaniu wysokiej temperatury (38—39°C) przez 3 godziny. Wycinki
z czesSci nerwowej przysadki pobierano 24 godz. po ostatniej ekspozycji na wysokg
temperature.

Zaobserwowano zmniejszenie ilo$ci aksonéw zawierajgcych ziarnistosci neurose-
krecyjne z rownoczesnym zaburzeniem podstawowej struktury aksonéw. Dodatko-
wo aksony te wykazaly obecno$é struktur przypominajgcych ostonki mielinowe lub
wieloblaszkowe pierScienie. Pituicyty roéznorodnie reagowaly na stres termiczny.
Niektére pituicyty mialy obfitg ilo$é organelli cytoplazmatycznych i ponadto wyka-
zywaly obecno$é elektronowo-jasnych wakuoli w cytoplazmie. Ostonka jgdrowa
tych komoérek wpuklala sie miejscami do cytoplazmy tworzac struktury podobne do
wakuoli, wypelnione licznymi blaszkowatymi pier$cieniami. Inne pituicyty wyka-
zywaly cechy obrzeku i charakteryzowaly sie skapg iloScig organelli cytoplazma-
tycznych. Posiadaly one ponadto rzeski wychodzace z typowego ciatka podstawo-
wego.

Powyzsze obserwacje wskazujg na udzial aksonéw i pituicytéw czesci nerwowej
przysadki w adaptacji neurosekrecyjnego ukladu podwzgérzowo-przysadkowego
krélika w odpowiedzi na trzykrotny stres hipertermiczny.

BJIMSIHUE BbICOKOW TEMITEPATYPBI OKPY)KAIOIIEN CPE[BI
HA HEPBHVIO JIOJIIO TUITO®U3A V KPOJIUKA.
JAJIBHEVIIUE ITPU3HAKU VJIBTPACTPYKTYPHBIX U3MEHEHUNA
B AKCOHAX U IMUTYULIUTAX

Pe3omMme

B paGoTe maeTcs OLEHKA YIbTPACTPYKTYPhl AKCOHOB M MATYHLMTOB KPOJIAKA, MOABEPTHYTOTO
TPEXKpaTHOMY (C MHTEpBaJoM B 24 uaca) BO3JEHCTBHIO BHICOKOM TemmepaTypsl (38 —39°C) npm
NPOJOJUKATENBHOCTH KaXaoro ceanca 3 yaca. TkaneBble GII0KH M3 HEPBHOM /10 ranodusa Ouua
B35THl 4epe3 24 yaca HOCiIe MOCIEOHEro CeaHca.

Bruto 06HAPYXKEHO COKpAINEHHe YHMCiAa AKCOHOB, COIEPXKAINUX 3€pHA HEMPOCEKpeTa, a TaKKe
HapyIIeHHe OCHOBHOM CTPYKTYpHI akCOHOB. KpoMme TOro, BHYTPH MM CHApYXH aKCOHOB Habmro-
JaNUCh CTPYKTYPHI, HANOMHMHAIOIIAE MHEIMHOBBIE O00OJIOYKA MM MYJIbTHIAMENIAPHEIE KOJIbIA.
IIuTYyAUATH pearApOBald HA THIEPTEPMHYECKHH CTpecc mo-pa3HoMy. HeKoTophle M3 HHX OTIH-
YaJIICh H300MIMEM LATOMIA3MATHYECKHX OPraHE/UI Hapsay C NPHCYTCTBHEM B LIMTOINIA3ME JJie-
KTPOHHO- CBETJIBIX BakyoJseit. B syuepHo#t 000704Ke 3THX KJIETOK MECTAMH OTMEYaJIHCh BIAYHBA-
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HAS B LUTOIUIA3MY, CXOJHBIC O CTPYKTYpe C BAaKyOJIbIO, 3AMOHEHON MHOTOYMCICHHBIMA JIaMell-
JIADHBIMH KOJbIAMH. [Ipyrde IDHTYHOUTHI TPOSBYSIA HPH3HAKE HAOyXaHus npu HEGOMBIIOM
YHCIIe LATOIIACTHYECKAX OPraHesUl; 3TA MATYHLUTHl 00JaaloT, KPOME TOTO, PECHHYKAMM,BBBIC-
TYNAIONMMHA B3 00BITHOTO Ga3aIbHOrO TeNbla. BelmeynoMsaHyThIe HAGMIOACHAS CBHAETENBCTBYIOT
00 y4acTHH aKCOHOB M NHTYHIHTOB HEPBHOM M0MA ramodu3a B aJanTal@¥ HEBPOCEKPETOPHOM
THIOTAaJIaMO-THIO(H3APHONR CHCTEMBI B OTBET HA TPEXKPATHBI IHIEPTEPMHYECKHI CTpecC.
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PRELIMINARY OBSERVATION

The mammalian anterior pituitary gland is a neuroendocrine tissue
composed of many different cell types each producing different peptide
hormones. The hormones were identified immunohistochemically by
means of specific rabbit antisera against the hormones and they were
localized by using peroxidase-labeled sheep anti-rabbit y-globulin (Na-
kane 1970).

Histochemical studies and electron microscopic examinations have re-
vealed that the gonadotroph cell population is morphologically hetero-
geneous. Originally two different cell types were distinguished (Herlant
1964; Kurosumi, Oota 1968). One was characterized by the presence of
two populations of secretory granules, the size of which was about 200
and 700 nm, respectively. The other was smaller and contained secre-
tory granules of homogeneous size (250 nm). There is now strong evi-
dence that each of these cell types contains both gonadotropins FSH
and LH (Denef et al. 1982).

Gonadotropin secretion from the anterior pituitary is controlled by
LH—RH (Luteinizing Hormone-Releasing Hormone), via interaction with
specific glycoprotein receptors at the surface gonadotrophy cells (Hazum
1982). In the present study, the distribution of luteinizing hormone-re-
leasing hormone immunoreactive material in gonadotropin cells was in-
vestigated.

MATERIAL AND METHODS

Animals: Anterior pituitaries from five 3-month-old male Sprague-
-Dowley rats were immediately taken.
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Immunogold procedure: After fixation with 4% paraformaldehyde
containing 0.05% glutaraldehyde, pH 7.4 in Sorensen phosphate buffer
for 1 h the tissue samples were dehydrated in a graded series of me-
thanol and finally embedded in Lowicryl K;M according to Carleman
et al. (1982).

The sections mounted on nickel grids were floated on 1% BSA be-
fore incubation for 90 min at room temperature in anti-LH-RH serum
diluted 1/20 in PBS. Then the grids were washed with PBS, floated 15
min on normal goat serum (diluted 1/5 PBS) and then 30 min or 60 min
on goat anti-rabbit immunoglobulins conjugated to colloidal gold par-
ticles 5 nm in diametre (1/50 in PBS) (Janssen Pharmaceutica Beerse
Belgium).

After successive washing in PBS and distilled water the grids were
air-dried. They were stained with uranyl acetate 4.7% in distilled water
for 20 min, washed, air-dried and then washed for 30 sec with Rey-
nold’s solution.

Electron microscopy: Sections were examined and photographed in
a Philips EM 300.

RESULTS

LH—RH immunoreactive material was found in gonadotroph cells
containing numerous characteristic secretory granules.

The reactive concentration of gold particles in numerous secretory
granules (labeled with 5 nm great particles of colloidal gold) are easily
distinguishable at the electron microscope level (Fig. 1). Even high con-
trast counterstaining with heavy metal salts (uranyl acetate and lead ci-
trate) does not mask the immunoreactivity.

In electron microscopy many gonadotroph cells contained two types
of secretory granules of various size in the range of 200—700 nm. Only
large secretory granules homogeneous and electron less dense were la-
beled by gold particles in varying numbers. Other, smaller, electron-den-
se granules and subcellular compartments were devoid of the gold part-
icles (Fig. 2).

Many gonadotroph cells contained smaller (200—250 nm) secretory
granules which had more electron-dense homogeneous contents. Immu-
nocytochemically LH—RH could be detected by the immunogold stain-
ing (IGS) method in numerous secretory granules labeled with 5 nm
particles of colloidal gold (Fig. 3). Most secretory granules in all cells
contain gold particles in varying numbers located over or within smaller
secretory granules. Little or no immunoreactivity was present in other
granules in these gonadotroph cells. :
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Figs 1—3. Ultrathin section of gonadotropic cells embedded in Lowicryl KsM.
They were labeled by immuno-gold-staining (IGS) for LH—RH

Ryc. 1—3. Ultrastruktura komoérek gonadotropowych zatapianych w Lowikrylu
K4M znakowanych immuno-gold-staining (IGS) dla hormonu LH—RH

Fig. 1. Gold particles were concentrated over or within the individual secre-
tory granules. Uranyl acetate and lead citrate counterstain. X 120 000

R_yc. 1. Czasteczki zlota koncentrujg sie powyzej i wewngtrz pojedynczych ziar-
nistosci sekrecyjnych. Preparaty dobarwione octanem uranylu i cytrynianem otowiu.
Pow, 120000 X

DISCUSSION

LH—RH was first demonstrated immunocytochemically by Barry and
Dubois (1973) in the hypothalamus and preoptic area of the guinea pig.
Many reports have subsequently described the distribution of the LH—
—RH immunoreaction product in a wide variety of species including the
rat (Bennett-Clarke, Joseph 1982; Witkin et al. 1982). The present re-
port indicates that LH—RH is located immunocytochemically in some
secretory granules of morphologically different gonadotroph pituitary
cells. Coloidal gold clearly indicates the immunopositive structures with-
out obscuring their identity.

In the present study two types of secretory granules in separated
cells showed immunoreactivity, it is supposed that granules contain
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Fig. 2. Two types of secretory granules are present. Not all granules are stained.
Only individual and large secretory granules contain clusters of gold particles
(arrows). Uranyl acetate and lead citrate counterstain. X 16 000

Ryc. 2, Widoczne 2 typy ziarnisto$ci sekrecyjnych. Nie wszystkie ziarnistosci sg

wyznakowane. Tylko pojedyncze i duze ziarnistoSci zawierajg zbite czasteczki

zlota (strzalki). Preparaty dobarwiane octanem uranylu i cytrynianem olowiu.
Pow. 16 000 X
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Fig. 3. One type of small, electron-dense secretory granules. A lot of immu-

noreactive granules marked with 5 nm particles of colloidal gold (arrows). There

was little or no immunoreactivity in other granules. Uranyl acetate and lead
citrate counterstain. X 16 000

Ryc, 3. Widoczny 1 typ ziarnistosci sekrecyjnych. Duzo immunoreaktywnych ziar-

nistosci jest wyznakowanych czgsteczkami zlota koloidalnego o $rednicy 5 nm

(strzatki). Niektore ziarnistoSci wykazuja mniejszg lub zadng reaktywno$é¢ immuno-

logiczng. Preparaty dobarwiane octanem uranylu i cytrynianem olowiu. Pow.
16 000 X
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LH or FSH hormone. However, segregation of LH and FSH in different
secretory granules of the same cells was determined by Phifer et al.
(1973). Evidence has been given that morphologically distinct gonado-
troph cell types are also functionally different. The changes in the ultra-
structural appearance of the gonadotrophs reflect significant changes in
their cell-physiological functions (Nakane 1970).

Immunocytochemical observations are important in view of the fact
that LH—RH stimulates both FSH and LH secretion, but that the pro-
portional release of these hormones changes with physiological, experi-
mental and developmental conditions (Denef et al. 1982). Several immu-
nocytochemical observations suggest that LH—RH may be present in
different compartments in the brain (Burchanowski et al. 1979; Bennet-
-Clarke, Joseph 1980) with speculation that it serves neurotransmitter
functions in these areas.

The present preliminary study was performed on normal animals.
The results lead to the suggestion that in experimental conditions (ca-
stration, adrenalectomy etc.) the distribution of immunocytochemically
demonstrable LH—RH will supply more data.

Acknowledgements: The author thank Dr. Edmond Puvion from IR.S.C. Ville-
juif (France) for providing facilities in his Laboratory and Dr. Kazimierz Koch-
man from Institute of Animal Physiology and Nutrition, Jablonna near Warsaw
(Poland) for generous supply of the LH—RH antisera.

OBRAZ MIKROSKOPOWO-ELEKTRONOWY LH—RH
W METODZIE IMMUNOLOGICZNEJ Z ZASTOSOWANIEM ZLOTA

Streszczenie

Zbadano immunocytochemicznie lokalizacje LH—RH w komorkach gonadotro-
powych przysadki stosujgc metode IGS (immuno-gold staining). Czgsteczki zlota
(5 nm) koncentrowaly sie wyraznie, znakujgc duze (elektronowo przezierne) i mniej-
sze (elektronowo geste) ziarnisto$ci sekrecyjne znajdujgce sie w oddzielnych ko-
moérkach gonadotropowych.

DJIEKTPOHHO-MUKPOCKOIIMYECKUM AHAJIM3 LH—RH C ITPUMEHEHUEM
30JIOYEHUS KAK YACTh UMMVHOJIOTMYECKUX UCCIIEJOBAHUI

Pesiome

B paboTte mpexcTaBjieHbl pe3yabTaThl AMMYHOLHMTOIOTHYECKHX HCCIENOBAHUN IO Ompezee-
Huro Jiokaym3amud LH—RH B roHagoTpOmHBIX KJIETKaX THnodu3a MeTOOM MMMYHO30JIOYCHHS
(IGS, immuno-gold-staining). Yactuupe!l 3070Ta (5 HM) OTYETIHBO KOHIEHTPHPOBAJIXCH, 0003HA~
yas GoJiee KpymHbIe, JIEKTPOHHO-CBETIIBIE, M MEHEee KPYIHEIE, 3JIEKTPOHHO-TEMHEIE, 3€pHA CeKpeTa,
PaCHOJIOKEHHBIE B OTACIBHBIX I'OHAJOTPOIHBIX KJIETKAX.
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