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PAWEL P. LIBERSKI

PRZEKAZYWALNA ENCEFALOPATIA GABCZASTA.
CHOROBY NATURALNE I BADANIA EKSPERYMENTALNE *

Katedra i Klinika Neurologii AM, L6dz

Podostra przekazywalna encefalopatia ggbczasta obejmuje grupe cho-
l1'(’>b o$rodkowego ukladu nerwowego, do ktorej naleza: kuru (Gajdusek
i wsp. 1966) i choroba Creutzfeldta-Jakoba (CJD) u czlowieka (Gibbs
i wsp. 1968), a scrapie u owiec i kéz (Dickinson 1976), przekazywalna en-
cefalopatia norek (Marsh, Hanson 1979), przewlekle choroby neurologicz-
ne u jeleni i losi pélocnoamerykanskich (Wiliams, Young 1980) oraz
u bialych tygryséw (Kelly i wsp. 1980) **. Choroby te charakteryzuje
diugi okres inkubacji trwajacy od miesiecy do dziesigtkéw lat i prze-
‘wlekly przebieg, zawsze prowadzgcy do zejscia Smiertelnego, a z neuro-
patologicznego punktu widzenia nalezg do grupy proceséow zwyrodnie-
niowych (Gajdusek 1977).

Sa one wywolane przez czynnik infekcyjny, o nie ustalonej struktu-
rze fizykochemicznej. Dla podkreslenia jego odrebnosci od wiruséw
»konwencjonalnych”, wiroidow i plazmidéw, zaproponowano ostatnio
dwa neologizmy, tj. wirino (Dickinson, Outram 1979) i prion (Prusiner
1982). Wydaje sie obecnie bardziej uzasadnione uzywanie nazwy ,,CZyn-
nik”, ktéra nie posiada odniesien do nie znanej struktury fizykoche-

?niczne ik

i
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Grupe przekazywalnych encefalopatii gabczastych charakteryzuje
triada objaw6éw: ubytki neuronalne, zmiany ggbczaste lub stan ggbczasty
oraz przerost i rozplem astrocytow. W ostatnich latach wyrézniono
jeszcze jeden element — tworzenie plytek amyloidowych (plak).

-— R et

* Praca cze$ciowo finansowana przez Ministerstwo Zdrowia i Opieki Spotecznej
(Program nr 5).

** Istnieja dane o pozytywnym wyniku przeniesienia choroby z inokulum
otrzymanego od chorych jeleni (P. Brown — informacja wlasna).
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432 P. P. Liberski

Ubytki neuronalne dotyczg réznych ukladéw czynnosciowych osrodko-
kowego ukladu nerwowego, np. w kuru typowe jest zajecie paleocerebbel-
lum i jego polgczen (Beck, Daniel 1979). Zaréwno w chorobach natural-
nych, jak i eksperymentalnych wlasciwie wszystkie struktury moga byé¢
zajete, chociaz w réznym stopniu. Wydaje sig, ze zr6éznicowanie topogra-
ficzne ubytkéw neuronalnych jest na tyle znaczne, iz wyréznianie po-
szczegblnych podtypéw, np. w CJD (Kirschbaum 1968), jest nieuzasad-
nione. oA

Zmiany gabczaste zwiagzane 'sa obecnoscia wakuoli utworzonych
w obrebie perikarionéw lub wypustek neuronéw i astrocytéow (Fraser
1979a—c, Tateishi 1983). Charakterystyczne jest ,,pgczkowanie” wakuoli.
W obrazie mikroskopowo-elektronowym wakuole sg zlokalizowane we-
wnatrzkomérkowo i zawsze otoczone blong (Kim, Manuelidis 1983). Ty-
powe jest tworzenie wakuoli wtérnych. Wedlug Becka i wsp. (1982) wa-
kuole powstajg poprzez odsznurowywanie z blon wielowarstwowych
(multilaminated membranes), utworzonych z pomnozenia warstwy typo-
wej blony podstawowej. Doniesienie to jest krytykowane, ze wzgledu na
mozliwy aretefaktyczny charakter zmian. Liczba wakuoli w zaleznosci
od ich lokalizacji w OUN stala sie podstawa do opracowania systemu
numerycznego, sluzacego do identyfikacji danego szczepu czynnika scra-
pie replikowanego poprzez dany genotyp gospodarza (Fraser 1979b). Tak
zwany ,,przekrdj uszkodzenia” jest staly dla duzego rozrzutu dawki in-
fekcyjnej inokulum, jednak jego stabilno$¢ w trakcie narastania zmian
nie jest calkowicie pewna (Masters i wsp. 1984).

Przerost i rozplem astrocytéw wystepuja we wszystkich encefalopa-
tiach ggbczastych. W niektorych przypadkach naturalnej scrapie, przy
nieobecnosci zmian ggbczastych, rozrost astrocytéw w jgdrach pnia moéz-
gu jest traktowany jako zjawisko znamienne diagnostycznie (Hadlow
i wsp. 1979).

Przerost i rozplem astrocytéw, wraz z rozrostem mikrogleju, nosi
nazwe gliocytozy lub stwardnienia (sclerosis) (Fraser 1979a, c). Tego typu
zmiany wystepuja gléwnie we wzgérzu oraz w pniu moézgu i w formacji
hipokampa, stanowigc skrajng forme reakcji gospodarza w stosunku do
czynnika infekcyjnego (Liberski, Alwasiak 1983).

Plytki (plaki) amyloidowe wystepuja we wszystkich encefalopatiach
gabczastych, aczkolwiek w réznym procencie przypadkéw. Stanowig one
pomost neuropatologiczny w kierunku choroby Alzheimera, pomimo
kwestionowania doniesienia o przekazaniu choroby Alzheimera na na-
czelne (Goudsmit i wsp. 1980). Trzy zasadnicze elementy strukturalne
plytki stanowig dystroficzne (wyrodniejace) neuryty, amyloid i komérki
glejowe (Wisniewski, Terry 1973). Plytka utworzona wylgcznie z dystro-
ficznych neurytéw nosi nazwe plaki neurytycznej, natomiast plytke
z domieszkg amyloidu nazwano plytkg prymitywng. Centrum utworzone
z przeplatajacych sie wlékienek amyloidu, otoczone obrzezem wyrodnie-
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Przekazywalna encefalopatia ggbczasta 433

jacych neurytéw stanowi tzw. plytke amyloidowa (gwiazdzistg), nato-
miast samo centrum amyloidowe okresla sie jako plake wypalong (burn’
out). Wiekszos¢ plytek w encefalopatiach gabczastych stanowig .plytki
gwiazdziste, ale wystepujg takze inne postacie amyloidu (Bruce, Fraser
1975). Plytki amyloidowe w chorobie Alzheimera réznig sie glownie
obfitszym odczynem glejowym, natomiast plaki w réwniez przekazywal-
nym zespole Gerstmanna-Strausslera majg wyglad posredni (Masters
1 wsp. 1981). Ostatnio opisano takze plytki amyloidowe w eksperymen-
talnej CJD u myszy (Tateishi i wsp. 1984).

Produkcja plytek jest pod czesciowa kontrolg genomu gospodarza,
jest takze zalezna od szczepu czynnika infekeyjnego (izolatu). Liczba
plak wzrasta wraz z wydluzeniem okresu inkubacji choroby. Plaki poja-
wiajg sie jako pierwsza zmiana neuropatologiczna, mniej wiecej w polo-
wie okresu inkubacji. By¢ moze stanowia one obszar replikacji czynnika
zakaznego (Bolton i wsp. 1984).
 Odkrycie w 1980 r. przez Merza i wsp. wiokienek towarzyszgcych
scrapie (scrapie associated fibrils — SAFs) otworzylo prawdopodobnie
nowy rozdzial w badaniach nad encefalopatiami ggbczastymi. SAFs wy-
stepuja w dwoéch odmianach — utworzone z podjednostek ulozonych he-
likalnie, badz wystepujacych réwnolegle. Diugosé SAFs wynosi od 100
do 300 nm. Poza scrapie, SAFs wystepuja takze w naturalnej i ekspery-
mentalnej CJD (Merz i wsp. 1983). Wykazano korelacje pomiedzy liczbg
SAFs i mianem infekcyjnosci w mozgu, lecz nie w $ledzionie. Powigzanie
SAFs z patogenezg scrapie, czy nawet samym czynnikiem scrapie nie
jest dotychczas wyjasnione (patrz nizej).

PATOGENEZA

Replikacja czynnika infekcyjnego scrapie odbywa sie pod $cislg kon-
trolg genomu gospodarza (Dickinson, Fraser 1979; Dickinson, Outram
1979). U owiec operuje gen SIP (od scrapie incubation period), u myszy
Sinc (od sharter incubation period). Gen Sinc posiadajgcy dwa allele
Sincs” (od shorter) i SincP’? (od prolonged) prawdopodobnie kontroluje
faze ,zero” okresu inkubacji (Kimberlin 1979). Allel Sincs? jest odpowie-
dzialny za krotszy okres inkubacji grupy szczepéw ME7 w homozygotach
Sincs™7, natomiast dluzszy okres inkubacji charakteryzuje grupe szcze-
pow 22A. W przypadku homozygot SincP” odnotowuje sie zjawisko
odwrotne (szczepy z grupy 22A wykazuja krotszy okres inkubacji). Gen
SIP u owiec jest prawdopodobnie powigzany z genem H-2 ukladu HLA.

Poza wymienionymi istniejg niezalezne od ukladu Sinc efekty gene-
tyczne, odpowiedzialne za réznice w dilugosci inkubacji, siegajace do
dwoch procent. Na szczegdélng uwage zasluguje gen Dh. Heterozygoty
(Dh/4-) pozbawiony sledziony wykazujg przedluzenie okresu inkubacji,
ale tylko przy obwodowej drodze zakazenia.
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Czynniki dziedziczne nie wywierajag wplywu na kliniczng ekspresje
kuru (Gajdusek 1977), natomiast szereg przypadkéw CJD to przypadki
rodzinne (Asher i wsp. 1983); przy czym w niektérych rodzinach wyste-
puja takze inne choroby zwyrodnieniowe OUN, np. choroba Alzheimera.
Dziedziczenie jest autosomalne, dominujace, przy czym poprzez analogie
do eksperymentalnej scrapie nalezy przypuszczaé, iz dziedziczy sie kom-
pleks blizej nieokreslonej ,,wrazliwo$ci” na zakazenie (infectability). Na-
lezy podkresli¢, ze przypadki rodzinne sg takze przekazywalne.

Okres wylegania eksperymentalnej CJD (szczepu K. Fu) réwniez po-
zostaje pod kontrolg genotypu gospodarza z efektem naddominacji. Wy-
sunieto hipoteze, iz gen nazywany PID (od prion incubation determinant)
jest zlokalizowany w subregionie D (H-2) 17 chromosomu myszy. Allel
d koduje diuzszy okres inkubacji, allel g kroétszy, natomiast allele b, s, p,
ki bylyby odpowiedzialne za okresy inkubacji o dlugosci posredniej.

Po wniknieciu czynnika infekcyjnego droga obwodowa (domézgowa
droga podania, najczesciej stosowana w eksperymencie jest tez najbar-
dziej ,nienaturalna”, poniewaz omija faze pozanerwowsa) nastepuje jego
namnazanie w wezlach chlonnych drenujgcych dang okolice (Kimberlin
1979). Poczagtkowo miano infekcyjnosci (tj. ilos¢ dawek infekcyjnych
w jednostce objetosci czy masy mozgu) spada, co odzwierciedla prawdo-
podobnie degradacje czynnika infekcyjnego z pierwotnego inokulum, po
czym nie udaje sie wykaza¢ infekcyjnosci. Okres ten, noszacy nazwe
fazy ,zero”, pozostaje pod kontrolag genu Sinc. Po zakonczeniu fazy
,,zero” nastepuje powolny i osiggajacy plateau wzrost miana infekeyj-
nosci w $ledzionie. Prawdopodobnie drogg nerwéw trzewnych czynnik
infekcyjny osigga rdzen kregowy w srodkowym odcinku piersiowym, sze-
rzgc sie nastepnie ku gorze, tj. domozgowo, i ku dolowi, tj. w kierunku
ledzwiowych i krzyzowych segmentéow rdzenia kregowego. W obrebie
OUN miano infekcyjnosci narasta stale, osiggajac najwyzsze wartosci
przed zgonem zwierzecia. Nalezy podkresli¢ fakt krotkiej fazy ,,wiremii”
zarowno w eksperymentalnej scrapie, jak i CJD. Droga rozprzestrzenia-
nia sie czynnika infekcyjnego w warunkach naturalnych nie jest znana.

W obrebie OUN czynnik infekcyjny szerzy si¢ wzdiluz szlakéw ner-
wowych, przy czym szybkosé jego rozprzestrzeniania sie, wynoszgca od
0,5 do 1 mm na dobe, odpowiada szybkosci wolnego przeplywu aksonal-
nego. Podanie inokulum wybiérczo do galki ocznej wywoluje pierwsze
objawy zggbczenia w homolateralnym nerwie wzrokowym, a nastepnie
w heterolateralnym wzgérku gérnym, homolateralnym wzgérku gérnym
i heterolateralnym nerwie wzrokowym.

Dla patogenezy przekazywalnej encefalopatii ggbczastej istotny jest
stan dojrzalosci ukladu immunologicznego, chociaz brak jest danych,
ktory z jego podukladow jest wilaczony w proces zakazenia (Outram
1976; Fraser 1979; Kimberlin 1979). U oseskéw myszy, u ktoérych ukiad
immunologiczny jest niedojrzaly, okres inkubacji jest dluzszy niz u zwie-
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Przekazywalna encefalopatia ggbczasta 435

rzat dorostych. Stymulacja fitohemaglutyning, polisacharydami bakteryj-
nymi lub ekstraktami BCG zwieksza podatno$é na zakazenie i skraca
okres inkubacji eksperymentalnej scrapie. Efekt przeciwny, tj. wydiuze-
nie okresu inkubacji z towarzyszacym wzrostem odpornosci, odnotowuje
sie po podaniu preparatéw sterydowych i oleju arachidonowego. Wiado-
mo, ze $ledziona jest istotnym miejscem poczgtkowej replikacji czynnika
zakaznego i u zwierzat pozbawionych §ledziony w spos6b naturalny, jak
np. w przypadku heterozygot Dh/+ lub pozbawionych $ledziony eks-
perymentalnie, obserwuje sie przediuzony okres inkubacji. Wiadomo
jednak, ze u chomikéw syryjskich zakazanych szczepem 263K splenekto-
mia nie wplywa na dilugos¢ okresu inkubacji, z czego wynika, ze opisane
uprzednio zjawiska moga nie by¢ tak powszechne jak do niedawna uwa-
Zano.

Szereg srodkow blokujacych makrofagi ukladu siateczkowo-$rédblon-
kowego, np. dekstran 500, hamuje namnazanie czynnika infekcyjnego.
Takze szereg polianionéw, takich jak: HPA 23, 57 i 39, czy heparyna
powoduje spadek miana infekcyjnosci, prawdopodobnie na drodze sek-
westracji czynnika. W podsumowaniu tej czesci pracy nalezy raz jeszcze
podkresli¢, ze uklad siateczkowo-srodblonkowy stanowi pierwotny obszar
replikacji czynnika infekcyjnego, a stan funkcjonalny tego ukladu bez-
posrednio wplywa na nastepne etapy patogenetyczne.

STRUKTURA FIZYKOCHEMICZNA CZYNNIKA INFEKCYJNEGO

Struktura fizykochemiczna czynnika infekcyjnego scrapie nie zostala
dotychczas poznana, nie udalo sie tez wyosobni¢ go ani oczysci¢ do ho-
mogennosci. Od polowy lat pieé¢dziesigtych wiadomo, ze czynnik infek-
cyjny scrapie, a nastepnie czynniki kuru i CJD sg niezwykle oporne na
rutynowe techniki dekontaminacyjne, dzialanie formaliny i podwyzszonej
temperatury (Gajdusek 1977). Bardziej wspodlczesne dane wskazujg jed-
nak, iz oporna subpopulacja stanowi jedynie niewielki odsetek, tj. okolo
0,05% calej populacji czynnika infekcyjnego (Rohwer 1984), natomiast
pozostala jej czes¢, tj. okolo 99,5%, wykazuje wrazliwo$é poréwnywalna
z wrazliwo$cig bardziej , konwencjonalnych” wiruséw. Wydaje sie zatem
watpliwe, czy na podstawie wlasciwosci tak znikomej frakeji czynnika
infekeyjnego mozna wyciaga¢ daleko idgce wnioski dotyczace jego struk-
tury fizykochemicznej.

Zblizone rozumowanie jest prawdopodobnie réwniez uzasadnione
przy analizie wynikéw badan radiacyjnych (Latarjet 1979), ktére inter-
pretowane na podstawie tzw. ,teorii tarczy” ustalily rozmiar genomu
czynnika scrapie na okoto 50—70 000 daltonéw oraz poréwnywalne pod
wzgledem wielkosci rozmiary genoméw czynnikéw infekeyjnych kuru
i CJD. Z jednej strony czynnik scrapie wykazuje wybitng zdolnos¢ do
agregacji, zaréwno pomiedzy soba, jak i do elementéw subkomoérkowych,
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zwlaszcza blon komorkowych, co powinno zanizaé wyniki otrzymane
w badaniach radiacyjnych (Brown 1984; Rohwer 1984), z drugiej strony
nalezy wzigé pod uwage znaczny rozrzut odpornosci wiruséw ,konwen-
cjonalnych” na radiacje. Ponowna analiza cytowanych badan, opieraja-
cych sie¢ na zmienionych zalozeniach, ustalila rozmiar genomu czynnika
infekcyjnego scrapie porownywalny z genomem wirusow polyoma (Brown
1984; Rohwer 1984).

Maty rozmiar genomu, okreslony na podstawie teorii tarczy, oraz
nietypowe spektrum inaktywacji promieniowaniem jonizujgcym (tj.
wzrost stopnia aktywnos$ci inaktywujacej przy przechodzeniu w kierunku
nizszych dlugosci fali), przy jednoczesnym braku wrazliwo$ci na dziala-
nie dezoksynukleaz i rybonukleaz (Millson i wsp. 1976; Gajdusek 1977)
sklanialo do przyjecia nieortodoksyjnych hipotez opartych o zalozenie
braku kwasu nukleinowego (DNA lub RNA) specyficznego dla czynnika
infekcyjnego. Takze nowsze dane, uzyskane na podstawie zastosowania
»nick-translacji” o czulosci detekcji do DNA wielkosci 10 par zasad, oka-
zaly sie negatywne (Manuelidis, Manuelidis 1981). Podobnie negatywne,
w sensie detekcji kwasu nukleinowego, okazalo si¢ zastosowanie szeregu
psoralenéw o réznym stopniu hydrofobowosci, ktére sa zdolne do two-
rzenia fotoadduktow z kwasami nukleinowymi (Prusiner 1982). Inter-
pretacja, w skrocie przytoczonych danych eksperymentalnych, moze by¢
w zasadzie dwojaka — albo czynnik infekcyjny scrapie rzeczywiscie nie
posiada kwasu nukleinowego, albo tez kwas ten jest niedostepny dla
dotychczas zastosowanych metod stuzgcych jego inaktywacji i posred-
nio wykryeciu.

W odroéznieniu od negatywnych wynikéw badan, zmierzajacych do
wykrycia potencjalnego DNA czy RNA, dane dotyczace biatka wydaja
sie obiecujgce (Prusiner 1982). Wiadomo, ze czynnik scrapie jest wraz-
liwy na dzialanie szeregu proteinaz oraz denaturujacych detergentéw jo-
nowych (Millson i wsp. 1976; Prusiner 1982) silnych jonéw chaotropo-
wych, jak jony cyjankowe czy guanidynowe, fenolu czy DEP (pirowe-
glan dietylowy), przy czym dzialanie tego ostatniego zwiazku jest
odwracalne pod wplywem hydroksyalaniny. Dane powyzsze mozna in-
terpretowa¢, przyjmujgc zalozenie, iz wsp6lng tarcza wszystkich wymle-
nionych metod inaktywujacych jest biatko.

Zastosowanie pomiaru poziomu infekcyjnosci przez analize dlugosci
okresu inkubacji pozwolilo opracowa¢ wydajny schemat oczyszczania
czynnika scrapie (Prusiner 1982; Prusiner i wsp. 1983). Skiada si¢ on
z szeregu wirowan przy wzrastajgcych przyspieszeniach, dziataniu zwigz-
kéw powierzchniowo czynnych, enzymoéw proteolitycznych i nukleoli-
tycznych oraz w ostatniej fazie, elektroforezy na zelu poliakryloamido-
wym. Metoda ta pozwolita na wydzielenie frakcji Eq, zawierajgcej biatko
swoiste dla scrapie, ktéore nazwano PrP (od prion protein) (Mc Kinley
i wsp. 1983), o ciezarze czgsteczkowym okolo 36 000 daltonéw i wspol-
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oczyszczane z infekeyjnosciag. Wydaje sig, ze istnieje $cista korelacja po-
miedzy poziomem PrP a obecnoscig SAFs (Mc Kinley i wsp. 1983; Merz
i wsp. 1983). Warto zaznaczyé¢, ze w nomenklaturze przyjetej przez grupe
Prusinera SAFs noszg nazwe splaszczonych paleczek (flatten rods). Dane
te sugerujg, ze SAFs sg agregatem PrP, przy czym na jeden SAF przy-
padaloby 1000 czgsteczek PrP, zas na jedng ID;, (ID — dawka infekcyj-
na) przypadaloby okolo 10 do 100 SAFs lub 10%-10° czasteczek PrP
(McKinley i wsp. 1983). Najnowsze dane wydaja sie¢ wskazywa¢ na istnie-
nie blizej nieokreslonej zalezno$ci pomiedzy SAFs a amyloidem tworzg-
cym plytki, sugerujgcej, ze agregujgce SAFs tworza plytki amyloidowe
(Prusiner i wsp. 1983). By¢ moze encefalopatie gabczaste stanowig szcze-
gbélng posta¢ amyloidozy OUN.

Dalszych danych na temat zaleznosci SAFs i PrP a czynnikiem in-
fekcyjnym scrapie dostarczyly badania, ktore wykazaly morfologiczng
zmienno$¢ szczepowg SAFs oraz PrP (zmiennos¢ liczby prazkéow otrzy-
mywanych po elektroforezie na zelach) w zaleznosci od szczepu czynnika
infekcyjnego. Wiadomo, ze czynnik infekcyjny scrapie wystepuje w po-
staci szczepow izolatéw wykazujgcych ustalony okres inkubacji w ho-
mozygotach mysich pod wzgledem genu Sinc, staty ,,przekréj uszkodze-
nia”, okreslong klase stabilno$ci oraz stopien produkeji amyloidu (Dic-
kinson, Fraser 1979; Dickinson, Outram 1979). Istnienie stabilnych
genetycznie szczepow czynnika scrapie oraz zdolnos¢ do interferencji
pomiedzy tymi szczepami (Bruce, Dickinson 1979) sklonily do wysuniecia
hipotezy tzw. miejsc replikacyjnych (replicating site hypothesis) (Dic-
kinson, Outram 1979). Hipoteza ta opiera sie na zalozeniu, iz czynnik in-
fekcyjny scrapie, posiadajgcy samodzielny genom, jest replikowany na
ograniczonej liczbie tzw. miejsc replikacyjnych, bedqcych produktem
lub pozosta]qcych dostatecznie blisko produktu genu Sinc. Do niedawna
pojecia ,,szczepu” czy ,miejsca replikacyjnego” byly pojeciami pozba-
wionymi $cisle okreslonego podioza materialnego. Obecnie jednak wyka-
zano, ze SAFs pochodzgcy z réznych szczepéw scrapie wykazuja rézng
liczbe prazkow uzyskanych w wyniku elektroforezy ma zelach. Jest to
pierwszy dowdd istnienia heterogennosci biologicznej czynnika scrapie
(Merz i wsp. 1984).

Problem, czy czynnik infekcyjny scrapie (a takze czynnik infekcyjny
kuru i CJD) jest tylko bialkiem, a wiec prionem, ma znacznie szersze
implikacje ogdélnobiologiczne. Otwiera bowiem dyskusje nad mechaniz-
mami powielania prionu, niemozliwymi w chwili obecnej do wyjasnienia
bez podwazania centralnego dogmatu biologii molekularnej, tj. twierdze-
nia o przeplywie informacji genetycznej od DNA (czy RNA plus w przy-
padku niektérych wirusow RNA) poprzez mRNA az do biatka (Kimberlin
1982). Nie istniejg zadne dane pozwalajgce na rozréznienie pomiedzy
hipotezami wysunietymi przez Prusinera (1982), tj. odwrotnej translacji
z biatka prionu lub aktywacji preegzystujacych w genomie gospodarza
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sekwencji komplementarnych, do sekwencji mRNA, na ktéorym odbywala-
by sie translacja prionu. Trudno jest takze pogodzi¢ hipoteze istnienia
czynnika infekcyjnego w postaci prionu z danymi $wiadczgcymi o wzgle-
dnie stabilnym, ale podlegajacym mutacjom genomie czynnika. Nie wy-
daje sie, zeby w chwili obecnej mozna bylo sie spodziewaé¢ szybkiego
rozwigzania tych podstawowych kwestii.

W podsumowaniu mozna stwierdzi¢, ze opracowanie metod pozwala-
jacych wuzyskiwaé bardziej oczyszczone frakcje, zawierajgce czynnik
scrapie, oraz wydzielenie SAFs moze pozwoli¢ na wlgczenie si¢ w prace
rutynowych laboratoriéw biologii molekularnej oraz uzyskanie ostatecz-
nej odpowiedzi na podstawowe pytanie, jaka jest istota czynnika infek-
cyjnego scrapie?

TRANSMISSIBLE SPONGIFORM ENCEPHALOPATHY.
NATURAL DISEASES AND EXPERIMENTAL STUDIES

Summary

Present day state of investigations on pathomorphology and pathogenesis of
transmissible spongiform encephalopathies is presented.

MEPEJABAEMAS CITOHI'MOTUYECKAS SHUE®AJIOITATUA.
HATYPAJIBHBLIE BOJIE3HU U DKCITEPUMEHTAJILHLIE UCCJIEJOBAHUA

Pe3ome

Onucanbl COBPEMEHHDLIE JOCTHKEHHS B UCCIENOBAHUAX NATOMOPGCNOrLH 1 naTorexes’a rpymn-
Nbl NOAOCTPLIX CMOETHOTH' €CKUX JHLEDATONAaATHH.
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DZIAL KRONIKI I INFORMACJI

25 czerwca 1986 r. w Poznanskiej Akademii Medycznej im. K. Marcinkow-
skiego odbylo sie uroczyste otwarcie sali wykladowej i nadanie jej imienia Miro-
stawa B. Kozika.

Sala ta mieséci sie w budynku wzniesionym staraniem przedwcze$nie zmaritego
Profesora, tworcy nowoczesnego osrodka neuropatologii klinicznej i do$wiadczal-
nej, wybitnego badacza, organizatora i nauczyciela akademickiego. Tablice pa-
migtkowg odslonila malzonka Profesora — dr med. Monika Znamierowska-Kozi-
kowa. Sala wykladowa im. M. B. Kozika wyposazona w nowoczesny sprzet audio-
wizualny bedzie stuzyla licznym rzeszom milodziezy studiujgcej.

Inicjatywe upamietnienia Jego imienia podjela doc. dr hab. med. Bozena
Galas-Zgorzalewicz, ktora w cze$ci budynku przeznaczonej na cele Kkliniczne pro-
wadzi Klinike Neurologii Rozwojowej.

*

4 wrzeénia 1985 r. przy okazji XIII Swiatowego Kongresu Neurologow w Ham-
burgu zostal dokonany wybér wiadz Swiatowej Federacji Neurologii w nastepu-
jacym skladzie:

przewodniczgcy — R. L. Masland,

pierwszy zastepca przewodniczacego — Sir J. Walton,

sekretarz i skarbnik generalny — J. F. Toole,

zastepca sekretarza i skarbnika generalnego — A. Lowenthal,
zastepcy przewodniczgcego:

1. Hausmanowa-Petrusewicz,
E. Herskovits,

J. M. Martinez-Lage,

H. Narabayashi.

A. Lowenthal zostal ponadto sekretarzem Komitetu Naukowego. Delegatem
Polski w Radzie SFN zostala prof. Irena Hausmanowa-Petrusewicz.

Ustalono ze nastepny, XIV Swiatowy Kongres Neurologii odbedzie si¢ w Delhi
(Indie) w okresie od 22 do 27 pazdziernika 1989 r.

*

Na podstawie decyzji Ministra Zdrowia i Opieki Spolecznej z 30 maja 1986 r.
Instytut Psychoneurologiczny zostal przemianowany na Instytut Psychiatrii i Neu-
rologii.

Jerzy Dymecki
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MORFOMETRYCZNA OCENA PROCESU MIELINIZACJI
W MOZGU KROLIKA pt. II. SPOIDEO WIELKIE.

Osrodek Doswiadczalny Neurologii Poréwnawczej Centrum Medycyny Doswiad-
czalnej i Klinicznej PAN, Minsk Mazowiecki

U krolika pt z hipomielinizacjg osrodkowego ukladu nerwowego ko-
lejno$¢ mielinizowania sie poszczegélnych struktur istoty bialej jest taka
sama jak u normalnych krélikéw, ale rozwdj ostonek mielinowych jest
opbézniony i ostabiony (Taraszewska, Zelman 1981). Réznice w obrazie
mieliny miedzy krélikami pt i zdrowymi zmniejszaja sie wraz z wiekiem,
ale nie ulegajg pelnemu wyréwnaniu. Nasilenie zmian jest zré6znicowane
w poszczeg6lnych strukturach istoty bialej, a takze u poszczegdlnych kro-
likéw pt w zalezno$ci od ciezkosci przebiegu klinicznego (Zelman, Tara-
szewska 1984).

Badania morfometryczne przeprowadzone na nerwie wzrokowym
w okresie tworzenia oslonek mielinowych wykazaly, ze zaburzenia mie-
linizacji u mutanta pt wigza sie z wielkoscia wldkien, a zmniejszenie
liczby zmielinizowanych wlékien dotyczy przede wszystkim aksonéw
o Srednicy ponizej 1 um. Aksony te mielinizujg si¢ p6zniej niz wlékna
wiekszego kalibru, ktore juz u 14- i 28-dniowych krélikow pt sg prawie
calkowicie zmielinizowane, podobnie jak u krélikéw zdrowych (Tara-
szewska, Zelman 1985).

W niniejszej pracy przedstawiono badania morfometryczne spoidia
wielkiego, w ktérym mielinizacja odbywa sie znacznie pézniej niz w ner-
wie wzrokowym. U krolika spoidlo wielkie zaczyna mielinizowaé sie pod
koniec drugiej dekady pierwszego miesigca zycia (Dgmbska, Danie-
lewicz-Kotowicz 1978) i u zwierzat w wieku 2 miesiecy proces ten nie
jest jeszcze zakonczony. Celem podjetych badan byla iloSciowa ocena
zmian w mielinizacji spoidia wielkiego w zalezno$ci od wielkosci akso-
néw, z uwzglednieniem okresu premielinizacyjnego i wczesnej oraz za-
awansowanej mielinizacji, a takze zmian utrzymujacych sie po zakoncze-
niu mielinogenezy u mutanta pt.
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MATERIAL I METODY

Material stanowito 8 krélikéw pt z typowymi objawami klinicznymi
oraz 7 krolikow zdrowych spoza stada pt. Badania przeprowadzono w 14,
28 i 90 dniu zycia oraz u dorostych kroélikéw. Kroliki pt i kontrolne zdro-
we byly hodowane w takich samych warunkach. Do badan pobierano
wycinki z przedniego odcinka spoidla wielkiego przecietego w linii po-
srodkowej. Material utrwalano i przygotowywano do badan w mikrosko-
pie elektronowym w taki sam sposob, jak uprzednio do badania nerwu
wzrokowego (Taraszewska, Zelman 1985). Zdjecia wykonywano w mikro-
skopie elektronowym JEM 100B. Do obliczen przygotowywano z kazdego
przypadku 10 elektronogramow w pow. 18 000 X, na ktérych liczono wiok-
na zmielinizowane i niezmielinizowane oraz okreslano ich wielkosci we-
dlug srednicy aksonu, i 12 elektronograméow w pow. 40 000 X, na ktoérych
liczono blaszki mielinowe w oslonkach wtokien zmielinizowanych, okres-
lajac réwniez wielkosé tych widkien. Dla okreslenia wielkoSci wlokien
postugiwano sie przezroczystg klisza z naniesionymi profilami aksonow
o s$rednicy 0,3, 0,5, 0,7, i 1,0 um, klasyfikujgc wszystkie liczone widkna do
odpowiedniego przedzialu wielko$ci. Odsetki obliczano oddzielnie dla kaz-
dej grupy wlokien od liczb uzyskanych z calego materiatu w danym -wie-
ku. Analize statystyczng otrzymanych wynikéw przeprowadzono przy
uzyciu testu ,,u” (Sawicki 1974), poréwnujac odsetki wlokien tej samej
wielkosci u krolikéw pt i u kontrolnych w tym samym wieku.

WYNIKI

Wiekszos¢ wiokien w spoidle wielkim krolikéw 14- i 28-dniowych
stanowig drobne aksony o s$rednicy do 0,3 pm i od 0,3 do 0,5 um (tab. 1).
U krélikow w wieku 14 dni nie stwierdzono statystycznie znamiennych
roznic miedzy odsetkami widékien w poszczegélnych grupach ich wiel-
kosci pomiedzy materialem pt i kontrolnym. Natomiast u krélikow pt
w wieku 28 i 90 dni oraz u dorostych wykazano znacznie wyzsze niz
w kontroli odsetki widkien najdrobniejszych o srednicy do 0,3 um. Réw-
noczesnie u krolikéw pt w wieku 28 i 90 dni obserwuje sie obnizenie
odsetkow wiokien wiekszych o $rednicy od 0,3 um do 0,5 ym i od 0,5 pm
do 0,7 um, a w wieku 90 dni réwniez od 0,7—1,0 um, w poréwnaniu z ma-
terialem kontrolnym. Postepujacy wraz z wiekiem wzrost odsetkow
wiodkien wiekszych o $rednicy powyzej 0,5 um i zmniejszanie sie odsetka
widkien najdrobniejszych o $rednicy do 0,3 um jest wyraznie widoczne
u kroélikow kontrolnych tylko pomiedzy 28 i 90 dniem zycia, podczas gdy
u krolikéw pt wystepuje réowniez po 90 dniu zycia i réznice odsetkoéw
tych wilokien sg widoczne w wieku dorosiym.

Aksony spoidia wielkiego u 14-dniowych krélikéw obu grup sg nie-
zmielinizowane, z wyjatkiem pojedynczych wlokien o $rednicy powyzej
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Tabela 1. Rozklad odsetkowy wiokien wedlug $rednicy aksonow w spoidle wielkim krolikéw pt i w kontroli
Table 1. Percentage distribution of fibres according to axon diameters in corpus callosum of pt and control rabbits __

Liczba Srednica aksonow (wm) Liczba liczonych
Krolik Wiek zwierzat Axon diameter (um) wiokien
Rabbit Age No. of Number of counted
animals <0,3 > 0,3—-0,5 > 0,5—-0,7 > 0,7—1,0 > 1,0 fibres
14 dni 1 54,2 39,3 6,1 0,3 0,1 1165
days
28 dni 2 1322 22,6* 2.5% 1,0 0,6 9765
pt days
90 dni 2 42,8* 333" 11:3* 8,8*% 3,8 4434
days
doroste 3 23,5 28,9 24,9 14,8 7,9 3689
adults
14 dni 1 49,6 44.8 7,8 0,5 0,2 998
days
kontrola 28 dni 2 59,3 29,3 5,6 el 2.3 7425
control days
99 dni 2 10,1 42,5 223 17,1 8,0 2982
days
doroste 2 14,8 28,2 29,3 17:2 10,5 2062
adults

* Statystycznie istotna roznica w pordéwnaniu z kontrola w tescie ,,u” (« = 0,05)
* Significant difference in comparison with control according to ,,u” test (x = 0.05)
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Tabela 2. Odsetki zmielinizowanych wiokien w spoidle wielkim krélika pt i w kontroli

Table 2. Percentage of myelinated axons in corpus callosum of pt and control rabbits

Srednica aksonéw (wm)

Odsetek wibkien
Percent of fibres

Liczba %
Krolik Wiek 2wierzat Axon diameter (wm) S e
Rabbit Age No. of zx:nehn;;o- zowanych
< n A
St <0,3 >0,3-0,5 >0,5-0,7 > 0,7—1,0 >1,0 my:“,);ated “"mt’e‘:'“a‘
14 dni 1 0,0 0,0 1,4 0,0 0,0 0,09 99,91
days
28 dni 2 0,1 3,7 42,1* 76,5* 100,0 3L 96,7
pt days
90 dni Z 0,5 22.9% 67,4* 88,5* 98,2 21,0* 73,0*
days
doroste 3 18,2* 75,0% 95,2% 100,0 100,0 74,4* 27,6*
adults
14 dni 1 0,0 0,0 1.3 12,5 50,0 0,3 99,7
days
kontrola 28 dni 2 0,0 9,2 60,3 93,4 . 100,0 11,6 88,4
control days
90 dni 2 48,5 95,3 99,5 100,0 100,0 92,7 7.3
days
doroste 2 35,2 91,6 98,3 100,0 100,0 90,5 9,5
adults

* Statystycznie istotna réznica w porOwnaniu z kontrola w tescie ,,u” (o = 0,05)

* Significant difference in comparison with control according to “u” test (« = 0.05)
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Tabela 3. Srednia liczba blaszek mielinowych w ostonkach wiokien zmielinizowanych w spoidle wiclkim krélika pt i w kontroli

Table 3. Average number of myelin lamellae per sheath in the myelinated axons in corpus callosum of pt and control rabbits

Krolik
Rabbit

pt

kontrola
control

Wiek
Age

28 dni
days
90 dni
days
dorosie
adults

28 dni

days
90 dni

days
dorosle
adults

Srednica aksonow (pwm) Liczba badanych

Liczba
zwierzat Axon diameter (um) wiokien
No. of e o ST & R e Number of fibres
animals <0,3 > 0,3—0,5 > 0,5-0,7 > 0,7—1,0 =k examined
2% 5,0 1 | 5,8 6,5 6,5 135
2 = 4,2 4,5 5,1 6,5 167
3 6,3 6,5 7,6 9,1 10,2 716
Zv"_ — 6,0 6,6 5 7A,5 oo - 7:3 i 2?'; e
2 6,5 6,3 6,7 7.8 9,7 322
2 6,0 6,8 7,6 9,2 12,6 493
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Tabela 4. Odsetki zmielinizowanych wiédkien z bardzo cienkimi ostonkami (< 5 blaszek) w spoidle wielkim krélika pt i w kontroli
Table 4. Percentage of myelinated fibres with extremely thin myelin sheaths (< 5 lamellae) in corpus callosum of pt and control rabbits

L Srednica aksondw (m) Odsetek wiokien
Krolik Wiek zwli::zqat Axon diameter (1m) o S
Rabbit o No. of — o Pekcent of ﬁb'res with
cadiis <0,3 >0,3-0,5 > 0,5-0,7 = 0,7-1,0 ~ 1,0  number of myelin lamellae
=<5 0
28 dni 2 50,0 48,0* 39,5* 16,2 26,9* 32,6* 67,4*
days
pt 90 dni e — 66,7* 60,0* 37,7* 28,6* 38,9* 611>
days
doroste 3 26,7 15,4* 7.1 398 5 B 10,1%* 89,9*
adults
28 dni 2 — 5 % 13,5 8,0 59 9,7 90,3
days
kontrola 90 dni 2 125 19,0 4,6 0,9 0,0 4,0 96,0
control days
dorosle 2 7,3 8,0 1,4 0,0 0,0 2,8 97,2
adults

* Statystycznie istotna roéznica w poréwnaniu z kontrola w tescie ,,u” (x = 0,05)
* Significant difference in comparison with control according to “u” test (o = 0.05)
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Ryc. la. Dorosty krélik kontrolny w wieku 3 lat. Zmielinizowane wlékna réznego
kalibru i nieliczne drobne aksony niezmielinizowane. Oslonki mielinowe regularnej
grubosci. Pow. 33350 X
Fig. la. Adult control rabbit aged 3 years. Myelinated fibres of various caliber and
a few unmyelinated small axons. Regular thickness of the myelin sheaths. X 33350
Ryc. 1b. Dorosly krolik pt w wieku 3 lat. Grubosé ostonek mielinowych zroznico-
wana we wioknach tego samego kalibru. Widoczne widokno z nieprawidlowo grubg
osionka mielinowq i liczne niezmielinizowane aksony. Pow. 33350 X
Fig. 1b. Adult pt rabbit aged 3 years. Various thickness of the myelin sheaths in
fibres of the same caliber. Among nerve fibres one with abnormally thick myelin
sheath. Numerous axons are unmyelinated. X 33350
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0,5 um (tab. 2). W 28 dniu zycia mielinizacja aksonéw o $rednicy powyzej
0,5 um jest juz zaawansowana, w tym wszystkie wiékna powyzej 1,0 um
sg zmielinizowane u kroélikow pt, podobnie jak w kontroli, natomiast
w pozostatych grupach wielkosci aksonéw odsetki zmielinizowanych wi6-
kien u krolikow pt sg znacznie nizsze. U kontrolnych krolikow w wieku
90 dni wysokosci odsetkéw zmielinizowanych wiloékien sg podobne jak
u dorostych. Dane te wskazujg, ze u 3-miesigcznych krélikéw mielinizacja
spoidla wielkiego jest prawie zakonczona, ale okolo 45° drobnych akso-
néw o sSrednicy do 0,3 um pozostaje niezmielinizowanych w wieku do-
rostym. U kroélikéw pt w wieku 90 dni i u dorostych odsetki zmielinizo-
wanych wlokien sg nizsze niz w kontroli, z wyjgtkiem wlékien powyzej
1,0 um (u dorostych réwniez od 0,7—1,0 um), przy czym najwieksze roz-
nice dotyczg grup aksondéw o srednicy << 0,3 i od 0,3 do 0,5 um. W ma-
teriale 90-dniowych kroélikéw pt odsetek zmielinizowanych wiékien
o srednicy << 0,3 um wynosi zaledwie 0,5%, a wlékien o $rednicy od 0,3
do 0,5 um — 22,7%, podczas gdy w kontroli odsetki te wynoszg odpo-
wiednio 48,5 i 95,3%. Ogélne odsetki widkien zmielinizowanych sg nizsze,
a niezmielinizowanych wyzsze u krolikow pt niz w kontroli we wszyst-
kich grupach wieku i réznice te sa statystycznie istotne.

Srednie liczby blaszek mielinowych dla wiékien wszystkich kalibrow
sg nizsze u krolikow pt niz u kontrolnych w wieku 28 i 90 dni, przy
czym wieksze roznice sg widoczne w 90 dniu zycia (tab. 3). U dorostych
krolikéow pt i kontrolnych srednie liczby blaszek mielinowych sg podob-
ne, z wyjatkiem grupy wiékien o $rednicy powyzej 1,0 um z nieco niz-
szg $rednig liczbg blaszek w materiale pt.

Ostonki mielinowe, w ktérych liczba blaszek mielinowych jest mniej-
sza niz 5, wystepuja czeSciej w materiale krolikow pt niz w kontrolnym
(tab. 4). Najwyzsze odsetki widkien z tak cienkimi ostonkami stwierdzono
u 3-miesiecznych krolikow pt. Rowniez u dorostych krolikow pt widkien
tych jest znacznie wiecej niz w kontroli, mimo ze $rednie liczby blaszek
mielinowych sg podobne. Rozbieznos¢ ta wynika z duzego zréznicowania
grubosci ostonek mielinowych we widknach tego samego kalibru u kré-
likéw pt (ryc. la-1b), co powoduje, ze pojedyncze wldékna z bardzo gru-
bymi ostonkami wplywajg na podwyzszenie $redniej liczby blaszek mie-
linowych u mutanta.

OMOWIENIE

Wielkos¢ aksonow odgrywa istotng role w procesie mielinizacji, za-
réwno w osrodkowym, jak i w obwodowym ukladzie nerwowym (Mat-
thews 1968; Friede 1972; Remahl, Hildebrand 1962). W badaniach na
réznych gatunkach zwierzat wykazano, ze duze aksony mielinizujg sie
najwczesniej, po czym nastepuje okres intensywnej mielinizacji aksonow
o coraz mniejszych s$rednicach az do tzw. krytycznej wielkosci, ktéra
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aksony muszg osiggna¢ przed zapoczatkowaniem ich mielinizacji. Wedlug
Waxmana i Swadlowa (1976) oraz Wigginsa i wsp. (1985) najmniejsza
srednica zmielinizowanych aksonéw w spoidle wielkim wynosi okoto
0,3 um i dane te sg zgodne z naszymi obserwacjami.

Z badan przeprowadzonych na spoidle wielkim wynika, ze u mutanta
pt kolejno$¢ mielinizowania sie aksonow w zaleznosci od ich wielkosci
jest zachowana. Wczesne stadium mielinizacji duzych aksonoéw jest naj-
mniej zaburzone, natomiast najwieksze zmiany wystepuja w przebiegu
mielinizacji drobnych aksonéw o s$rednicy ponizej 0,5 um. W poréwnaniu
z poprzednio badanym nerwem wzrokowym (Taraszewska, Zelman 1985),
zaburzenia mielinizacji w spoidle wielkim sg bardziej nasilone, co lgczy
sie z roéznicg wielkosci wiokien w obydwu strukturach. W spoidle wiel-
kim wystepuje wiecej widkien malego kalibru i normalnie pewna ilo$é
drobnych aksondéw pozostaje niezmielinizowana.

U kota odsetek niezmielinizowanych aksonéw w cze$ci przedniej spo-
idla wielkiego wynosi okolo 15—20° (Remahl, Hildebrand 1982). W pta-
cie spoidla wielkiego u kroélika niezmielinizowane aksony stanowig okoto
45%0 wszystkich widkien, a ich $rednica waha sie od 0,08 do 0,6 um, pod-
czas gdy Srednica wlokien zmielinizowanych wynosi od 0,3 do 1,85 um
(Waxman, Swadlow 1976). W naszym materiale u dorostych krélikow
kontrolnych aksony o $rednicy << 0,3 um stanowia okolo 15 wszystkich
wlbkien i prawie polowa ich jest niezmielinizowana. Znacznie wyzsze
odsetki aksonéw o srednicy << 0,3 um wystepujg natomiast u krélikéw pt,
u ktérych rownoczesnie odsetki wiokien wiekszych sa obnizone w po-
rownaniu z kontrolg we wszystkich grupach wieku, z wyjatkiem kroéli-
koéw 14-dniowych.

Wyniki te wskazujg na opoznienie i zahamowanie wzrostu aksonow
w spoidle wielkim u mutanta pt. Zaburzenia we wzroscie aksonéw wy-
stgpuja réwnolegle z zaburzeniami mielinizacji, natomiast nie sg widocz-
ne w okresie premielinizacyjnym. Mielinizacja malych aksonéw przebie-
ga u mutanta pt z wybitnym opo6znieniem. Najwigksze roznice w odset-
kach zmielinizowanych aksonéw miedzy krolikami pt i kontrolnymi
obserwuje sie¢ w wieku 90 dni i dorostym w grupie aksonéw o $rednicy
ponizej 0,5 pm. U dorostych krolikéw pt wystepuje znamiennie mniej
wiodkien zmielinizowanych w poréwnaniu z kontrolg. Wyniki te $wiad-
czg o zahamowaniu procesu mielinizacji, szczegélnie drobnych widkien
w spoidle wielkim u mutanta pt.

U innych mutantéw z hipomielinizacjg o$rodkowego ukladu nerwo-
wego niektére obserwacje wskazujg na podobne zréznicowanie nasilenia
zmian w zalezno$ci od struktury. U myszy Quaking badanych w wieku
dorostym stwierdzono znacznie mniejszy stopien mielinizacji w spoidle
przednim i w spoidle wielkim niz w nerwie wzrokowym i rdzeniu kre-
gowym (Friedrich 1974). U myszy Jimpy obserwowano opéznienie wzro-
stu aksonéw i gorsza mielinizacje malych aksonéw w nerwie wzrokowym

http://rcin.org.pl



452 A. Taraszewska, I. B. Zelman

(Webster i wsp. 1976) oraz w spoidle wielkim (Robain, Mandel 1974).
Wymienieni autorzy zwracajg réwniez uwage na wigksze nasilenie zmian
w podzniej mielinizujgcym sie spoidle wielkim niz w rdzeniu.

Stwierdzona w naszych badaniach zalezno$¢ pomiedzy zaburzeniami
mielinizacji a wielkoscig aksonoéw przemawia za udzialem aksonow w pa-
tomechanizmie tych zaburzen u mutanta pt. Wielu autoréw jest zgodnych
co do tego, ze same wymiary aksonu nie sa decydujacym czynnikiem dla
zapoczgtkowania procesu tworzenia oslonki mielinowej (Friede 1972;
Rehmal, Hildebrand 1982), ale inne czynniki wigzgce sie ze stanem doj-
rzaloéci aksonu i strukturalnymi i chemicznymi wlasciwosciami blony
aksonalnej stanowig wlasciwy sygnal do rozpoczecia mielinizacji dla
komorek oligodendrogleju. Wezesniejsze badania w mikroskopie $wietlnym
wskazujg, ze u mutanta pt wystepuja nieswoiste zmiany w neuronach
osrodkowego ukladu nerwowego, polegajace m.in. na zmniejszeniu ilosci
tigroidu w cytoplazmie komoérek nerwowych we wczesnym okresie roz-
woju (Taraszewska, Osetowska 1975; Taraszewska, Zelman 1981).
Uwzgledniajagc wyniki dotychczasowych badan mozna przypuszczaé, ze
hipomielinizacja u krolikéw pt jest nie tylko wynikiem niewydolnosci
komorek oligodendrogleju i niedostatecznego wytwarzania przez nie mie-
liny (Taraszewska 1983), ale wigze sie prawdopodobnie ze zmianami do-
tyczacymi réwniez aksonow.

Przeprowadzone badania morfometryczne wykazatly, ze ilo$¢ tworzo-
nej mieliny jest u mutanta pt zmniejszona. Wynika to zaréwno ze zmniej-
szenia ogoélnej ilosci zmielinizowanych wiokien, jak i ze zmniejszenia gru-
bosci ostonek mielinowych i niewatpliwie swiadczy o nieprawidlowej czyn-
nosci komoérek oligodendrogleju. W spoidle wielkim kroélika pt okolo
40%0 oslonek w okresie trwania mielinizacji i okolo 10%0 po jej zakoncze-
niu (u dorostych mutantéw) zawiera zaledwie 2-—4 blaszki mielinowe.
We widknach z tak cienkimi oslonkami wystepuje zaburzenie prawidlo-
wej relacji pomiedzy gruboscig oslonki mielinowej a wielkoscig aksonu
(Hildebrand, Hahn 1978), ktére moze wigza¢ sie z istnieniem nieprawidlo-
wosci w samym aksonie jako czynniku kontrolujgcym grubosé ostonki
mielinowej. Wyniki dotychczasowych badan nie pozwalaja na rozstrzyg-
niecie, w jakim stopniu za hipomielinizacje u mutanta pt jest odpowie-
dzialne uposledzenie funkcji komoérek oligodendrogleju w tworzeniu osto-
nek mielinowych, a w jakim stopniu zaburzenia ze strony samych akso-
néw w kontrolowaniu procesu mielinogenezy.

MORPHOMETRIC STUDIES ON MYELIN DEVELOPMENT IN PT RABBITS
II. CORPUS CALLOSUM
Summary

The studies were performed on the anterior part of the corpus callosum in
developing (14-, 28-, and 90-day-old) and adult pt as well as control rabbits.
Distribution of fibres according to the axons’ diameters, numbers of myelinated
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fibres, average numbers of myelin lamellae and numbers of fibres with myelin
sheaths cotaining less than 5 lamellae were countled on electron micrographs.

It was found that in the premyelination stage (14-day-old rabbits) distribu-
tion of axons according to the diameter is similar in the corpus callosum of pt
and control rabbits. In the myelination period significantly higher percentages
of axons with the diameter of << 0.3 um and slower increase of larger size axons
were found in pt rabbit indicating the disturbed axonal growth. Sequence of
myelination depending on the axons’ size is similar in both animals groups. In
pt rabbits progress of myelinaticn is markedly slowed, its duration prolonged and
percentages of myelinated fibres are significantly decreased. These abnormalities
concern mostly of axons with the diameter less than 0.5 um, which become
myelinating at latest stage. Decreased percentages of myelinated axons in adult
pt rabbits indicate an arrest of myelination of small axons, whereas the num-
bers of myelinated larger axons do not show essential differences between pt and
control rabbits. But in pt rabbits, in all groups of axons sizes numbers of fibres
with very thin myelin sheaths (2—4 lamellae) were markedly increased.

The obtained results indicate the relationship between disturbed myelin de-
velopment and the axons size in pt rabbit and the possible participation of axon
in the pathomechanism of these disturbances.

MOP®OMETPUYECKUI AHAJIN3 ITPOLIECCA MUEJIMHU3BALIUU
B MO3r'Y KPOJIMKA ,,nt”’ 1I. MO3OJIUCTOE TEJIO

Pe3ome

DNEKTPOHHOMUKPOCKOIMYECKH MCCIEN0BANaCh NEPENHAS YaCTh MO30JHMCTOrO Tead y KPOJH-
KOB ,,iT”’ W KOHTPOJIBHBIX B Bo3pacTe 14, 28 u 90 mweit, a Takxke y B3POCIBIX KPOIMKOB. Y KPOJH-
KOB ,,IT"’ M KOHTPOJBHBIX B TOM K€ BO3PAcTe CPABHMBAJICA NMPOLEHTHBIA CHEKTP JMAaMETpa BO-
JIOKOH M TIPOLEHT MHEIMHM3HPOBAHHBIX BOJIOKOH, CPEIHEE KOMMYECTBO MHMENIMHOBBIX OJsiiuex
M MOPOLEHTHBIA COCTAB BOJIOKOH C TOHKMMHM MMETMHOBBIMH obonoukamu (06pa3soBaHHBIME MeHee
yem 5 Gnsmkavu). B mpeMuenuHu3anuoHHOM MEPHOAE Y KPOJIMKOB B Bo3pacTe 14 nmHeit HeT pas-
HHULBL B BETAYMHE AKCOHOB MO30JMCTOrO Tella KPOJIMKOB ,,IT’’ M KOHTPOJIBHLIX. B MueIMHU3AMOH~
HOM IEpPHOJE M TOCIE ero OKOHYAHus y KPOIMKOB ,,NT’’ HaOMOaics 3HAMEHATENBHO BHICLIMiA
NPOLEHT MEJKUX aKCOHOB C /mamMeTpoM < 0,5 MM U MeHblilee yBEIMYEHHE NPoLeHTa Gosee Kpyr-
HBIX BOJIOKOH IO CPaBHEHHIO C KOHTPOJIbHBIM MAaTEPHAJIOM. DTH M3MEHEHHS CBUAETENLCTBYIOT
O HapylUIeHMH BO3PACTaHMsi AKCOHOB Y KPOJMKOB ,,nT”. TTOC/IeM0BATETLHOCTS MHETHHH3ALMK
AKCOHOB B 3aBACHMOCTHM OT MX J{MaMeTpa IOXOXas y MyTaHTa ,,NT"’ M B KOHTPOJBHBIX CiIydasx,
HO IPOTPECC MUETMHU3ALMN 3aME ICHHbIH, €€ TeYeHHE NPOAICHHOE, & NPOLEHT MHEIHHA3HPOBAH=
HBIX AKCOHOB 3HAMEHATENHLHO HU3LIMIL Y KPOIHKOB ,, 11", YeM Y KOHTPOJIbHBIX KPOJHKOB.

Camas Gonpuiasi MHTEHCUBHOCTD 3TUMX M3MEHECHUIM HaliieHa B Ipynne MEJIKMX aKCOHOB C JHa-
MeTpoM < 0,5 MM, KOTOpbIE MUEJTMHH3UPYIOTCS MO3KE BCEro. Y B3POCIBIX MYTaHTOB ,,NT” yAep-
JKMBAJIOCH 3HAYMTEILHOE TNMOHMKEHUE IIPOLIEHTa MUEIMHW3MPOBAHHBIX BOJOKOH C JHAMETPOM
< 0,5 MM, CBHIETEILCTBYIOUIME O 3aMEIUICHMM MMEJUHM3ALAM MeJIKuX axcoHoB. HaobGopor,
KOJIMYECTBO MUEIMHU3MPOBAHHBIX KPYITHBIX @KCOHOB Y B3POCIbIX KPOJIMKOB ,,IIT’’ MOYTH MPABHIb-
HOe. BMecTo TOro, BO BCex rpynnax BEMYMHLL aKCOHOB Y MyTaHTa ,,1T"’ HaOJIF0JAeTCs 3HAYUTETBHO
6GoJblie BOJOKOH € OYeHb TOHKMMHU OBonoukamu (2—4 muermHoBble Ounsiiukm). ITomydeHnse pe-
3yJILTATHI CBUAETENLCTBYIOT O 34BHCHMOCTH PACCTPOMCTBUS MHUEIMHHU3ALMA M BEJIHYMHBI ITHa-
MeTpa aKCOHOB M, BO3MOXKHO, POJIM AKCOHOB B IATOMEXAHU3ME ITUX HAPYIUCHMIL y MyTaHTa ,,01",
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OF CEREBRAL DIFFUSE SCLEROSIS
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One of the most controversial question in the field of demyelinating
disease involves the entire problem of cerebral diffuse sclerosis. The
designation of diffuse sclerosis was confusing just at the beginning of
its history owing to the fact, that in the original papers of Schilder
(1912, 1913, 1924) three different morbid entities were described under
the name of diffuse periaxonal encephalitis. They included: diffuse my-
elinoclastic sclerosis — true Schilder’s cerebral sclerosis, subacute scle-
rosing panencephalitis of Van Bogaert type and the case of a not strictly
classified leukodystrophy. For this reason many authors have continued
to use erroneously the designation of diffuse sclerosis and Schilder’s
disease as synonyms.

The situation has recently become still more complex after descrip-
tion of adrenoleukodystrophy, which cannot be easily differentiated
clinically and morphologically from a condition representing Schilder’s
myelinoclastic diffuse sclerosis (Poser 1985). Thus, according to the latter
author, several cases described in the literature as Schilder’s disease
represent in fact typical cases of adrenoleukodystrophy, with the pre-
sence of “needle-like” inclusions within brain macrophages.

An other problem represents what is called transitional sclerosis,
being pathologically in intermediate position between typical dissemina-
ted multiple sclerosis and myelinoclastic diffuse sclerosis. Discussing
therefore the above presented question, we report two different cases of
diffuse sclerosis, studied by light and electron microscopy, as well as by
chemical methods.

Description of cases

Case 1. A 8-year-old boy was admitted to the hospital for evaluation
of regressive behaviour and epileptic fits. His early development was
normal, but after the age of 7 years educational handicap become evident
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and generalized motor seizures occurred. Results of tests of visual func-
tion showed severe loss of vision. Right-sided motor abnormalities with
spasticity and Babinski sign were noted. The total protein level in the
cerebrospinal fluid was slightly elevated with IgG level of 12 mg/dl
Measles titre in serum was 1:8. EEG showed diffuse slowing into the
theta and delta range. During the next 12 months he developed spastic
ataxia, he ceased to speak but cried spontaneously and intermittently.
Pneumonia and sepsis developed and the patient died. There was no
family history of neurologic or psychiatric disease. Details of clinical and
laboratory findings are presented elsewhere (Pruchnik-Grabowska et
al. 1984).

Case 2. A 10-year-old boy developed normally until the age of 9 years,
despite of mild right hemiparesis, observed from birth. In the last three
years he sporadically showed generalized motor seizures. During the
last few months some visual impairment and gait disturbances developed.
There was no family history of neurologic diseases or developmental
disturbances. Physical examination showed severe loss of vision, right-
-sided spastic hemiplegia, and marked gait disturbances. There were no
indications of adrenal involvement. The cerebrospinal fluid showed slight
elevation of the total protein level. Measles titer in the serum was 1:16.
EEG showed bilateral diffuse slowing into the delta range. In the sub-
sequent 13 months the patient deteriorated progressively into the apallic
syndrome and died with symptoms of sepsis.

Findings in computer-assisted tomography

Case. 1. Cerebral white matter hypodensity was noted symmetrically
in both parietal lobes in paraventricular region. CT-scan repeated after
two months revealed development of hypodensic lesions in the occipital
lobes.

Case 2. In both hemispheres CT-scanning demonstrated hypodensic
areas 24-26 H.u. in the white matter of occipital, parietal and temporal
lobes (Fig. 1). Focal area of decreased attenuation was evident in the
region of the left internal capsula.

Pathological findings

Case 1. Important findings at general autopsy included purulent tra-
cheobronchiolitis and purulent inflammation of the urinary tract.

In the brain, marked softening of the white matter was noted in both
hemispheres, extending posteriorly from the anterior pole of the caudate
nucleus to the occipital lobes. In the occipital pole the white matter was
grey and firm.

Case. 2. Autopsy was limited to the brain. Serial coronal sections of
the brain showed an immense area of decoloration of the entire white
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Fig. 1. CT-scan demonstrating hypodensic areas in the white matter of both he-
mispheres in a case of adrenoleukodystrophy

Ryc. 1. Badania KT wykazujgce ogniska hypodensyjne w istocie bialej obu péikul
mozgu w przypadku adrenoleukodystrofii

matter, sparing only the narrow subcortical bands, starting from the
posterior part of the frontal lobes and extending into parietal, temporal
and occipital lobes. In the inferior part of the pons and in the anterior
part of the oblongate medulla a tringular greyish area was observed.

Light microscopy

The following parts of the brain: parietal, temporal and occipital
lobes, cerebellum, pons and oblongate medulla were studied,

Case 1. Light microscopic examination revealed in parietal, temporal
and occipital lobes the progressing demyelination of the white matter
(Fig. 2), sparing “U” fibers. The demyelination was associated with dense
perivascular lymphocytic infiltrates. Among these cells, some plasma
cells and large distended macrophages containing sudan-positive deposits
were observed. In areas undergoing demyelination many reactive astro-
cytes were seen showing nuclear pleomorphism and abundant eosino-
philic cytoplasm. The marginal glial wall was only moderately pronoun-
ced. In the occipital lobes some fibrillary gliosis was visible. Secondary
degeneration of pyramidal tracts was disclosed. Some cortical neurocytes
exhibited signs of chronic or ischemic degeneration.

Case 2. Microscopic sections showed extensive progressing demyelina-
tion throughout the white matter of the brain (Fig. 3). A separate de-
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Fig. 2. Diffuse demyelination of cerebral white matter in a case of Schilder’s
disease. X 3
Ryc. 2. Rozlana demielinizacja mozgowej istoty bialej w przypadku choroby Schil-
dera. Pow. 3 X

%

Fig. 3. Extensive demyelination in the cerebral white matter in a case of adreno-
leukodystrophy
Ryc. 3. Rozlegla demielinizacja mozgowe]j istoty bialej w przypadku adrenoleuko-
dystrofii
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Fig. 4. Demyelination plague in the pons in a case of adrenoleukodystrophy.
X 15
Ryc. 4. Ognisko demielinizacji w mos$cie w przypadku adrenoleukodystrofii. Pow.
15 X
Perivascular infiltrates at the border line of demyelination occurring in
a case of adrenoleukodystrophy. Nissl
Ryc. 5. Nacieki okolonaczyniowe na granicy pola demielinizacji w przypadku adre-
noleukodystrofii. Nissl

o

Fig.
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myelination plaque was noticed in the pons (Fig. 4). In regions of active
demyelination (Fig. 5), striking perivascular infiltrates of mononuclears
were seen as well as abundant macrophages containing sudan-positive
material and proliferating astrocytes. Several cortical neurocytes de-
generated.

Electron microscopy

In both two cases electron microscopy studies were performed on
white matter specimens obtained at autopsy from all above mentioned
parts of the brains. The death-autopsy interval was 6 hours in both ca-
ses; the first two hours the bodies were kept in room temperature, then
were transferred into cold storage. The samples obtained at autopsy
were immediately immersed into cold paraformaldehyde-glutaraldehyde
pH 7.4, Karnovsky fixing solution for 6 hours, and then washed over-
night in cold cacodylate buffer at pH 7.4. This was followed by 1 hour
fixation in 1% buffered osmium tetroxide, dehydration and embedding
in Epon. The ultrathin sections were stained with uranyl acetate and
lead citrate and-examined in a TA JEM electron microscope.

Case 1. Schilder’s disease:

The white matter taken from the most severely affected areas of the

%, , oy
Fig. 6. Overview of the border of the demyelination area in a case of Schilder’s
disease. Variations of myelin thickness are visible. Extracellular spaces are wide-
ned in some places (ES). X 2100
Ryc. 6. Obrzeza pola demielinizacji w przypadku choroby Schildera. Widoczna jest
rozna grubos$é zachowanych oslonek mielinowych, miejscami powiekszenie prze-
strzeni pozakomoérkowych (ES). Pow. 2100 X
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brain as almost completely devoid of myelin sheaths, axons and oligo-
dendroglia cells. The remaining myelin sheaths demonstrated vacuolar
changes and dissociation of myelin lamellae. The extracellular spaces
were widened (Fig. 6). Axonal degeneration consisting of granular disin-
tegration of the axoplasm and some aggregation of mitochondria and
electron-dense bodies was also visible (Figs 6, 7, 8). Astrocytes were

Fig. 7. Case of Schilder’s disease. Hypertrophied perivascular astrocyte with cyto-
plasm filled with dense bodies and gliofibrils. Astrocytic processes penetrate mas-
ses of degenerating myelin. Naked axons (A) are also visible. X 5700

Ryc. 7. Przypadek choroby Schildera. W cytoplazmie hipertroficznego okolonaczy-
niowego astrocyta widoczne sa liczne geste cialka i filamenty glejowe. Wypustki
astrocytarne widoczne sa po$réd skupisk rozpadajacej sie mieliny oraz pojedyn-
czych aksondéw pozbawionych oslonki (A). Pow. 5700 X
hypertrophied (Fig. 7) and contained numerous mitochondria and ribo-
somes in pericarya as well as abundant intermediate filaments in cell
processes (Figs 7, 8). Lipid droplets (Fig. 8) and myelin debris (Fig. 9)
were often spotted within cytoplasm of these cells. The demyelinated
areas were searched for the presence of cytoplasmic needle-like inclu-
sions in macrophages, but such structures were not found.
Case 2. Adrenoleukodystrophy:

The white matter was almost completely devoid of myelin sheaths and
contained abundant myelin debris. The product of myelin breakdown
were often seen in astroglial cytoplasm between bundles of intermediate
filaments (Fig. 10). Many macrophages were seen (Fig. 12) containing
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Fig. 8. Case of Schilder’s disease. Hypertrophied astrocyte. Cytoplasm contains
bundles of intermediate filaments (f), dense bodies (d) and lipid droplet (1). Diffe-
rent stages of myelin degeneration are visible. X 12800
Ryc. 8. Przypadek choroby Schildera. Przerosly astrocyt. W cytoplazmie obecne sa
wigzki filamentow glejowych (f), ciatka geste (d) i kropla lipidowa (1). Rozpad
mieliny o réznym stopniu zaawansowania. Pow. X 12800
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Fig. 10. Within astrocytic cytoplasm in between distended endoplasmic reticulum
(ER) and numerous bundles of intermediate filaments (GF) osmophilic myelin
debris are visible. Inclusion consisting of two leaflets separated by an electron-
-lucent space is better visible on a magnified inset (arrow). Two similar structures
in close neighbourhood marked by asterisk. Case of adrenoleukodystrophy. X 21000,
inset X 44000
Ryc. 10. W cytoplazmie astrocyta pomiedzy rozdetymi kanalami siateczki §rod-
plazmatycznej (ER) i licznymi wloknami glejowymi (GF) widoczne osmofilne pro-
dukty rozpadu mieliny. Powigkszony fragment uwidacznia wtret w postaci parzy-
stych blaszek ograniczajacych elektronooptycznie jasng przestrzen (strzatka). Znaj-
dujgce sie¢ w poblizu dwie podobne struktury oznaczone gwiazdkg. Przypadek
adrenoleukodystirofii. Pow. X 21000, fragment — pow. 44000 X

osmiophilic fragments of degenerated myelin and variable number of
needle-like inclusions composed of paired electron-dense leaflets. These
profiles were scattered or occasionally aggregated into sheaves (Figs 11,
12, 13). Some of them were surrounded by an electron-lucent spaces
(Fig. 13). Rarely these inclusions were seen in the astrocytic eytoplasm
(Fig. 10), but none were found in oligodendroglia cells.

Fig. 9. Within cytoplasm containing bundle of intermediate filaments an accumula-

tion of osmiophilic material is visible. Although most of it has an amorphous ap-

pearance, the lamellar structure is partly retained (arrow). Case of Schilder’s
disease. X 27000

Ryc. 9. W cytoplazmie obok wigzki filamentéw glejowych zawarte jest skupisko

materialu osmofilnego. Jakkolwiek wigkszo$¢ materialu ma wyglad bezpostaciowy,

jednak jego cze$¢ zachowala budowe warsiwowq (strzalka). Przypadek choroby
Schildera. Pow. 2700 X

3 — Neuropatologia Pol. 4/86

http://rcin.org.pl



464 M. Wender et al.

Fig. 11. Case of adrenoleukodystrophy. Cytoplasm of macrophage. The sheaves
of lamellae run parallelly (asterisks), or exhibit curvilinear profiles (arrows).
Artifactual lipid clefts. X 21000
Ryc. 11. Przypadek adrenoleukodystrofii. Wiazki parzystych blaszek w cytoplazmie
makrofaga ulozone rownolegle (gwiazdki), badz tworzace struktury o profilu skre-
tnolinijnym (strzalki). Pow. 21000 X
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Fig. 13. Case of adrenoleukodystrophy. Needle-like inclusions within cytoplasm of
macrophage are randomly dispersed among osmophilic myelin debris. Detailed
structure of the inclusion is visible on inset — each profile is composed of ele-
ctron-lucent space bordered by two parallel dense leaflets. X 18000, inset X 36000

Ryc. 13. Przypadek adrenoleukodystrofii. W cytoplazmie makrofaga widoczne iglaste

wtrety rozproszone miedzy osmofilnymi zlogami. Powiekszony fragment po stronie

lewej obrazuje ich budowe — elektronooptycznie jasna przestrzen jest ograniczo-

na przez dwie rownolegle elektronowo ggste blaszki. Pow. 18000 X. Fragment —
pow. 36000 X

Biochemistry

Lipids of the white matter were separated and quantitated as descri-
bed in our previous paper (Wender et al. 1983).

Case 1. Cholesterol content was markedly decreased as compared to
the control case, whereas cholesterol esters content was normal. The
contents of cerebrosides and sulfatides were normal. Among individual
phospholipid fractions of the white matter, most severely effected was
plasmalogen. The contents of phosphatidylcholine, phosphatidylserine
plus phosphatidylinositide and phosphatidylethanolamine were very low.
No increase of lysophosphatidylcholine level was detected.

Fig. 12. Ballooned macrophage in the brain of adrenoleukodystrophy case. Its cy-
toplasm is filled with osmophilic myelin debris and numerous curvilinear inclusions
(arrows). X 9000
Ryc. 12. Makrofag w mozgu w przypadku adrenoleukodystrofii z balonowato roz-
detg cytoplazmg wypemiona osmofilnymi produktami rozpadu mieliny oraz znacz-
ng iloscig linijnych wtretow o mniej lub bardziej zaokraglonych profilach (strzalki).
Pow. 9000 X
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Case 2. Cholesterol content varied in the studied lobes from normal
to decreased values. The content of cholesterol esters was low in the
severely affected occipital lobe and intensively augmented in parietal
and temporal lobes. Cerebroside and sulfatide contents were markedly
decreased with the exception of the frontal lobe. The content of parti-
cular phospholipid fractions was decreased only in some of the studied
samples. The lysophosphatidylcholine level was enhanced only in one of
the studied brain lobes. _

The detailed results of chemical studies are presented in Table 1.

DISCUSSION

Despite the great progress in paraclinical methods of investigation,
many cases of cerebral diffuse sclerosis are still incorrectly diagnosed
during the patient’s life. The associated pathology, including light micro-
scopic and histochemical studies, may also be very confusing. Therefore,
in both our cases electron microscopy has for the first time given the
possibility of distinguishing between Schilder’s disease and adrenoleuko-
dystrophy.

According to Poser (1985) the following definition of Schilder’s disease
is offered. The disease is a subacute or chronic myelinoclastic disorder
resulting in the formation of one or more, commonly two, roughly sym-
metrical plaques measuring at least 2 X 3 c¢cm in two of the three dimen-
sions, involving the centrum semiovale of the cerebral hemispheres. The
lack of involvement of the peripheral nervous system and adrenal func-
tion as well as the absence of cytoplasmic needle-like inclusions in ma-
crophages allow to exclude the very similar in many aspects metabolic
disease — adrenoleukodystrophy (Powell et al. 1975; Palmucci et al.
1982). For some authors the latter disease resembled myelinoclastic
diffuse sclerosis so closely that they called adrenoleukodystrophy erro-
neously a sex-linked Schilder’s disease (Schaumburg et al. 1974).

The value of computer-assisted tomography in differential diagnosis
of cerebral diffuse sclerosis is limited by the fact, that diffuse, large
hypodensic lesions are found in Schilder’s disease and in metabolic va-
riants of diffuse sclerosis as well. In both our cases CT-scan was very
similar, despite of the distinct cause of cerebral lesions. Additionally,
it should be noted that in our case of Schilder’s disease the first changes
in CT-scan were visible in the parietal lobe and appeared only later in
the occipital lobe. In pathological studies on autoptic brain, more pro-
nounced changes were visible in the occipital lobe, where the myelin of
the white matter was almost completely lost, whereas in the parietal
lobe the changes were not so pronounced and seemed more fresh from
the morphological point of view. This might mean that myelin destruc-
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Table 1. Lipids of white matter

in cases of cerebral diffuse sclerosis in mM/100 g of fresh tissue
Tabela 1. Lipidy istoty bialej mézgu w przypadkach mozgowego stwardnienia rozlanego w mM/100 g $wi ezej tkanki

Case 1. Schilder disease

(8 years old)

Przyp. 1. Choroba Schildera

Case 2. Adrenoleukodystrophy

(10 years old)

Przyp. 2. Adrenoleukodystrofia

Control case
(10 years old)

Lipids (8 lat) (10 lat) Renal insufficiency
Lipidy parietal occipital frontal parietal temporal occipital  Przypadek kontrol-
lobe lobe lobe lobe lobe lobe ny (10 lat)
plat plat plat plat plat plat niewydolno$¢ nerek
ciemieniowy potyliczny czolowy ciemieniowy skroniowy potyliczny
Cholesterol 1.8 13 o3 2.1 7.9 53 6.9
Cholesterol
Cholesterol esters 0.1 0.2 0,1 1.4 1.0 0.1 0.1
Estry cholesterolu
Cerebrosides 29 2.7 4.5 0.7 0.8 1.0 2,4
Cerebrozydy
Sulfatides 5 | 0.3 0.6 0.2 0.2 0,2 0.8
Sulfatydy
Total galactolipids 4.0 2.9 51 0.9 1.0 1.2 351
Catkowite galaktolipidy
Sphingomyelins 0.2 0.2 0.6 1.0 0.4 0.6 0.7
Sfingomieliny
Phosphatidylcholine 0.4 0.5 1.4 3.1 13| 1.2 1.5
Fosfatydylocholina
Lysophesphatidylcholine 0.05 0.1 0.1 1.0 0.3 0,2 0.2
Lizofosfatydylocholina
Phosphatidylserine+ phosphatidylinositide 0.1 0.1 0 1.3 0.1 0.02 0.7
Fosfatydyloseryna+-fosfatydyloinozytol
Phosphatidylethanolamine 0.1 0.1 12 1.4 0.4 0.4 0.4
Fosfatydyloetanoloamina
Plasmalogens 0.2 0.1 0.6 1.1 0,7 0.6 1.6
Plazmalogeny '
Total phospholipids 11 152 3 8.9 3.0 3.0 oz)

Calkowite fosfo lipidy
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tion in Schilder’s disease may proceed at variable rates in different parts
of the brain and may even stop temporarily.

The presented electron-microscopic and chemical findings in the case
of Schilder’s disease are identical to those described in the disseminated
form of multiple sclerosis. It should be emphasized that, despite the
rapid progress of myelin destructon, as determined by the clinical course
and changes in CT-scan, only minute amounts of cholesterol esters and
lysophosphatidylcholine have been noticed. The former may be perphaps
explained by the rapid mobile transport of all catabolic products of
myelin by the very numerous macrophages, visible in all microscopical
fields of the cerebral white matter.

Returning to the problem of the position of Schilder’s disease in the
whole group of demyelinating diseases, backed by our own observations
and by the vast literature of the subject (Poser, Van Bogaert 1956; Iwa-
nowski et al. 1972; Ferrer et al. 1981 and others) we have to emphasize
some points. First of all, it should be stressed that the pathology of the
diffuse or diffuse-disseminated sclerosis does not differ substantially in
its light and electronmicroscopic aspects from the typical disseminated
form of multiple sclerosis. The only difference involves dimensions of
the demyelinating lesions and rapid progression of the process, only
seldom observed in the disseminated form of sclerosis en plaque. There-
fore, we should be inclined to stress once more that multiple sclerosis
(sclerosis en plaque) has two main subtypes: the typical disseminated
form and the more rarely occurring diffuse one (Schilder’s disease).
The reason why in some cases the cerebral changes are disseminated
and in others, mainly in children, diffuse has not yet been clarified,
and the solution should be searched for in immunological studies.

Adrenoleukodystrophy is a known for several years hereditary cere-
bral disorder, occurring most often in children. However, the disease was
not precisely defined since the findings of cytoplasmic inclusions (Po-
wers, Schaumburg 1974) and biochemical abnormalities (Igarashi et al.
1976) have been published. The chemical changes are specific, being
characterized by the presence of unusually long-chain fatty acids in
cholesterol esters of the brain and adrenal tissue. However, up till now
the underlying enzymatic defect has not been pin-pointed. In typical
cases the disease is characterized by progressive cerebral diffuse sclero-
sis, adrenocortical failure with melanoderma and involvement of the
peripheral nervous system. Adrenocortical insufficiency and symptoms
indicating lesions of the peripheral nervous system may be clinically
undetectable, as they have been in our case of adrenoleukodystrophy.
For this reason several cases once described as representing Schilder’s
disease should be properly reclassified as adrenoleukodystrophy (Poser
1985). Therefore, it should be stressed that the only possibility to dis-
tinguish the two morbid entities from each other is provided by electron
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microscopy of the brain and/or adrenal cortex, or by demonstration of
unusually long-chain fatty acids in cholesterol esters in chemical studies
of the fresh brain.

The peculiar finding in our case of adrenoleukodystrophy involved
the presence of a separate demyelination plaque in the pons, often visible
in transitional forms of multiple sclerosis (diffuse-disseminated variant).
Thus, even a metabolic disease of the central nervous system may occa-
sionally present such pathomonphologically observed lesions.

PRZYCZYNEK DO ZAGADNIEN DIAGNOSTYCZNYCH
W STWARDNIENIU ROZLANYM MOZGU

Streszczenie

Opisano dwa przypadki stwardnienia rozlanego mozgu, w ktérych badanie
mikroskopowo-elektronowe wykazato, iz jeden z nich odpowiada klasycznej choro-
bie Schildera, drugi natomiast adrenoleukodystrofii. Przypadki te wskazuja, ze
wobec zblizonego obrazu klinicznego i histopatologicznego dopiero badanie ultra-
strukturalne, wykazujgce w przypadkach adrenoleukodystrofii obecno$é charakte-
rystycznych witretow w makrofagach w zdemielinizowanej istocie biatej mozgu,
umozliwia prawidlowe rozpoznanie.

K BOITPOCY IUATHOCTUYECKUX TPYIHOCTEN
B JTU®PY3HOM CKJIEPO3E MO3I'A

Pe3ome

Onucaner 2 cayvas auddy3Horo ckiepo3a Mo3ra, B KOTOPHIX 3IEKTPOHHOMHKPOCKOMIYEC-
X0€ MCCae[oBaHrE OOHAPYKHUIIO, YTO OJMH M3 ITUX CIIYYaeB COOTBETCTBYET KJIACCHYECKOM Gose3nn
Innbaepa, a BTOpoit — agpeHoieikomuctpodhuu. DTH Ciayyam NMOKa3bIBAOT, YTO NPH CXOMHOM
KJIMHMYECKO M THUCTOMATOJOTMYECKON KapTMHE, TOJBKO YIBTPACTPYKTYpHOE obcienoBanue,
obHapyxXuBaloluiee B aqpeHONEHKOIMCTPODUH XapaKTEepHbIC BKNIOYEHMs B Makpodarax, nenaer
BO3MOXHBIM MPABHIIBHBIA JUATHO3.
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OCENA ZMIAN MORFOLOGICZNYCH
W OSRODKOWYM UKLADZIE NERWOWYM
W DOSWIADCZALNYM ZESPOLE POREANIMACYJNYM
DONIESIENIE WSTEPNE

Zaklad Neuropatologii Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN,
Warszawa

Wigkszos¢ badan doswiadczalnych nad patomorfologia osrodkowego
ukladu nerwowego w przypadkach jego pelnego niedokrwienia dotyczy
wcezesnych okresé6w procesu patologicznego, co wigze sie z trudnoscia
uzyskania odpowiedniego modelu doswiadczalnego pozwalajgcego na do-
wolnie dlugotrwale przezycie zwierzat po incydencie niedokrwiennym.
Wspélczesnie stosowane modele zwierzece wymagajag badz wykonania
rozleglego zabiegu operacyjnego, zwigzanego z otwarciem klatki piersio-
wej dla podwigzania domoézgowych pni tetniczych (Hossmann i wsp.
1973; Hossmann, Zimmermann 1974) i uszkodzenia ukladu naczyniowego
w celu wykrwawienia zwierzat (Pluta, Kapuscinski 1980), bgdz tez dra-
stycznego wkroczenia do przestrzeni plynowych moézgu w przypadku do-
Swiadczen ze wzmozonym ci$nieniem wewnatrzczaszkowym (Pluta i wsp.
1980). We wszystkich typach do$wiadczen niezbedne jest réwniez wy-
konanie tracheostomii do prowadzenia kontrolowanej wentylacji pluc
u farmakologicznie zwiotczonych zwierzat. Wszystkie te czynniki ogra-
niczaja mozliwosé przezycia zwierzat, a tym samym s$ledzenie dynamiki
rozwoju zmian poniedokrwiennych.

Z badan na zréznicowanych modelach niedokrwienia moézgu wiadomo,
iz wyzwala ono glebokie nieprawidlowosci metaboliczne oraz zaburzenia
mikrokrazenia moézgu, utrzymujgce sie przez szereg godzin po przeby-
tym incydencie niedokrwiennym, ktére same przez sie odgrywaja role
istotnego czynnika uszkadzajacego tkanke nerwowg (Klatzo 1975, 1985).
Dodatkowym czynnikiem jest zjawisko dojrzewania procesu patologicz-
nego, prowadzgce do ujawniania si¢ nieprawidlowosci tkankowych w réz-
nym czasie po niedokrwieniu, odwrotnie proporcjonalnym do czasu za-
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trzymania mozgowego krazenia krwi (Klatzo 1975). Uchwycenie calo-
ksztaltu zmian patomorfologicznych, ich charakteru, topografii, a przede
wszystkim dynamiki wymaga przedluzonego okresu obserwacji. Nie
gwarantuje go w warunkach calkowitego niedokrwienia mézgu stosowa-
nie ostony farmakologicznej, ktéra zresztg sama przez sie komplikuje
obraz zmian patomorfologicznych (Kapuscinski, Mossakowski 1985).
W poszukiwaniu modelu odpowiedniego dla oceny dynamiki ponie-
dokrwiennej encefalopatii, zapewniajgcego standaryzacje warunkéw do-
$Swiadczalnych, unikniecie rozleglej ingerencji chirurgicznej i stosowania
Srodkéw farmakologicznych z jednej strony, a dowolnie dilugg przezy-
walnos¢ zwierzat z drugiej, siegnieto do modelu opisanego w 1982 r.
przez Korpaczewa i wspotautorow. Polega on na pelnym zatrzymaniu
krazenia krwi u szczurdéw, uzyskiwanym przez zacisniecie peczka na-
czyniowego serca za pomocg specjalnie skonstruowanego urzgdzenia
wprowadzanego do klatki piersiowej drogg wktucia bez koniecznosci jej
otwierania i prowadzenia kontrolowanej wentylacji pluc. Uwolnienie
ucisku peczka naczyniowego oraz zastosowanie zewnetrznego masazu
serca pozwala na przywrocenie czynnos$ci ukladu krgzenia w okresie
1—3 min. Jego dilugos¢ zalezy od czasu zatrzymania akcji serca. W okre-
sie reanimacji stosuje sie ponadto sztuczng wentylacje pluc przy uzyciu
cienkiej rurki polietylenowej wprowadzonej dotchawiczo w koncowym
okresie niedokrwienia i respiratora dla matych zwierzat doswiadczalnych,
prowadzong az do powrotu pelnosprawnej spontanicznej czynnosci od-
dechowej. Kontrola przeptywu krwi w moézgu i w innych narzadach
wskazuje na jego pelne zatrzymanie w okresie ucisku peczka naczynio-
wego. Ograniczono$¢ ingerencji chirurgicznej i latwos$é reanimacji po-
zwala na dowolnie dlugie przezycie zwierzat po doswiadczeniu.
Ograniczono$¢ przedstawionego modelu doswiadczalnego w pordéwna-
niu z omoéwionymi powyzej typami calkowitego niedokrwienia moézgu
polega na tym, iz mamy tu do czynienia z zatrzymaniem krazenia krwi
w calym organizmie, a zatrzymaniu akcji serca towarzyszy ustanie
czynnosci oddechowej. Jest on wiec w wigkszym stopniu do$wiadczal-
nym modelem $mierci klinicznej niz pelnego niedokrwienia o$rodkowego
ukladu nerwowego, ktéremu wprawdzie towarzyszy zatrzymanie czyn-
nosci uktadu oddechowego, jest cno jednak kompensowane przez caly
czas sztuczng wentylacjg pluc. Parametry gazometryczne krwi podawa-
ne przez autoréw modelu nie przekraczaja jednak wartosci spotykanych
w innych typach calkowitego niedokrwienia moézgu (Pluta 1982).
Przedstawiony model doswiadczalny zostal szczegélowo scharaktery-
zowany pod wzgledem fizjopatologicznym i stal sie podstawg rozlegltych
badan neurofizjologicznych, dotyczacych w pierwszej kolejnosci uposle-
dzenia wyzszych czynno$ci nerwowych (Korpaczew i wsp. 1982). Nie
spotkaliSmy natomiast jego analizy patomorfologicznej. Sklonilo to, przed
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jego ewentualnym wykorzystaniem do dalszych badan nad patomecha-
nizmem encefalopatii poresuscytacyjnej, do przeprowadzenia patomor-
fologicznej charakterystyki zmian w osrodkowym ukladzie nerwowym
i ich dynamiki.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na dorostych szczurach samcach rasy Wistar
z hodowli losowej o masie ciala okolo 180 g. Zwierzetom w lekkiej nar-
kozie eterowej wprowadzano do klatki piersiowej skonstruowany przez
Korpaczewa i wsp. (1982) iglowy zacisk i uciskano peczek naczyniowy
serca przez okres 3 min. Prowadzilo to w czasie 1,5—2 min do ustania
czynnosci serca i oddechu, utrzymujgcego sie mimo usuniecia zacisku do
momentu rozpoczecia czynno$ci reanimacyjnych, ktére podejmowano po
uplywie 10 min. Zewnetrzny masaz serca stosowano do przywrécenia
jego spontanicznej czynnosci. Kontrolowang wentylacje ptuc powietrzem
o normalnym skladzie gazowym prowadzono przy uzyciu respiratora dla
malych zwierzat laboratoryjnych poprzez cienkg rurke polietylenowa,
wprowadzong do tchawicy w koncowym okresie zatrzymania akcji serca.
Przerywano ja przy uzyskaniu pelosprawnej wlasnej czynnosci odde-
chowej.

Ze wzgledu na dokladng fizjopatologiczng charakterystyke modelu
opisang przez jego autorow, ocene stanu zwierzgt ograniczano do obser-
wacji czasu powrotu czynnosci serca i oddechu i pojawiania sie odruchu
rogéwkowego, a takze zachowania sie zwierzat i ich reakcji na bodzce
bolowe, dzwiekowe i Swietlne. W malej wydzielonej grupie zwierzat
wykonano zapis czynnosci bioelektrycznej moézgu i serca.

Zatrzymanie akcji serca i oddechu prowadzilo w okresie 10—15 sek
do ustania czynnosci bioelektrycznej moézgu, przyjmujgcej w zapisie ele-
ktrokortykograficznym posta¢ linii izoelektrycznej utrzymujgcej sie przez
caly okres niedokrwienia oraz okolo 32—35 min po reanimacji. Pod ko-
niec tego okresu pojawialy sie wykladniki niecigglej czynnosci bioele-
ktrycznej, porozdzielane okresami ciszy bioelektrycznej. Ciggly zapis
czynnosci bioelektrycznej powracal po okolto 45—50 min po przywroéce-
niu krgzenia (ryc. 1). Zwraca uwage fakt, iz mimo ustania mechanicz-
nej czynnosci serca w zapisie elektrokardiograficznym obserwowalo sie
jego bardzo zwolniong czynnos¢ bioelektryezng (ryc. 1). Zjawisko to
stwierdzili réwniez Korpaczew i wsp. (1982) u zwierzat, u ktorych okres
Smierci klinicznej nie przekraczal 10 min.

Zastosowanie czynnosci reanimacyjnych przywracalo czynno$é serca
w okresie 1—3 min. Sredni czas u 23 zwierzat uzytych do badan morfo-
logicznych wymosil 1 min 30 s. Spontaniczna czynno$¢é oddechowa wra-
cala miedzy 1,5 min a 17 min (Srednia 6 min 36s), z tym, ze tylko
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1s

1 2 3 4 5 1
Ryc. 1. Zapis czynnoS$ci bioelektrycznej moézgu i serca w czasie niedokrwienia i po
reanimacji. 1 — Okres przed uci$nieciem peczka naczyniowego serca, 2 — Okres
bezposrednio po uci$nieciu peczka naczyniowego serca, 3 — 50 sekunda ucisku,

4 — 35 min po reanimacji, 5 — 45 min po reanimacji.
F3—C;
F3—Ps } Odprowadzenia zapisu elektrokortykograficznego
P;—Cs
Fig. 1. Record of bioelectric activity of the brain and hearth during ischemia and
after reanimation. 1 — Period before compression of, 2 — Period directly after
compression of, 3 — 50th second of compression, 4 — 35 min of postreanimation
period, 5 — 45 min of postreanimation period.

F:—C;
Fs—P; } Leads of ECoG recording
Ps—C;

u 3 szczur6w pojawiala sie ona w czasie dluzszym niz 10 min. Powré6t
odruchu rogéwkowego stwierdzano w przedziale czasowym 17—54 min
(Srednia . — 29 min 30 s).

Po reanimacji zwierzeta wykazywaly prezenie konczyn oraz znacz-
nie wzmozone napiecie mie$niowe. Lezaly z wyprostowanymi konczyna-
mi wysunietymi poza tuléw. Nie reagowaly na bodzce bolowe i diwie-
kowe. W ciggu pierwszych 6 godz. zaczynaly wykonywaé¢ spontaniczne
ruchy i przybiera¢ prawidlowg postawe. Powracaly reakcje na bodzce
zewnetrzne. Po 12 godz. ich zachowanie sie bylo identyczne jak szczuréw
niepoddanych zadnym zabiegom doswiadczalnym.

Zabieg charakteryzowal sie wysoka $miertelnosciag zwierzat. Okolo
40% ich ginelo w okresie zatrzymania czynnosci serca i oddechu. Po
reanimacji padaty jedynie pojedyncze szczury.

Zwierzeta zabijano w grupach po 3 do 5 po uplywie 24 i 72 godz.
oraz 7, 14, 21 i 24 dni po doswiadczeniu, wykonujac przezsercowa per-
fuzje 10°o zbuforowang formaling. Moézgowie wraz z krotkim fragmen-
tem szyjnego odcinka rdzenia przetrzymywano nastepnie w plynie per-
fuzyjnym przez okres 4 tygodni. Wycinki tkankowe pobierane z dwéch
pozioméw poéitkul mozgu, sSréodmozgowia, moézdzku z mostem, rdzenia
przedluzonego oraz szyjnego odcinka rdzenia kregowego przeprowadza-
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no w sposob rutynowy do parofiny. Skrawki parafinowe o grubosci
10 ym barwiccs hematoksylin ' eozyn  craz wedlug metody Kliive-
ra—DBarrery.

w KI

Nieprawidlosci strukturalne osrod: owego uktadu nerwowego stwier-
dzono we wszystkich przypadkach. Mialy one zréznicowany charakter
w zaleznosci od czasu przezycia po incydencie niedokrwiennym. Wyste-
powaly w postaci zmian rozsianych o réznej intensywnosci w poszczegol-
nych formacjach mézgowia, jakkolwiek zadna z nich nie byla catkowicie
zaoszczedzona. W zadnym tez przypadku nie stwierdzono pelnego ognis-
kowego rozpadu tkanki. Cechg znamienng calego materialu bylo znacz-
ne zroznicowanie intensywnosci uszkodzen u poszczegélnych zwierzat.

W najwcze$niejszym okresie, to jest po 24 godz. przezycia, nieprawid-
lowosci tkankowe mialy charakter rozsianych, nieswoistych zmian zwy-
rodnieniowych komérek nerwowych. Przewazaly wsréd nich uszkodze-
nia typu ostrego obrzmienia neuronéw (ryc. 2), zmian niedokrwiennych
(ryc. 3), homogenizacyjnych (ryc. 4) oraz obwodowej lub centralnej ti-
grolizy (ryc. 5). Wystepowaly rowniez komorki z cechami zwyrodnie-
nia wodniczkowego, dwojakiego typu. Pierwszy z nich charakteryzowatl
sie obecnoscig pojedynczych, wiekszych na ogél wodniczek, polozonych
w przyjadrowe]j czesci cytoplazmy, drugi — zageszczeniem wodniczek
skupionych wianuszkowato na obwodzie ciala komoérkowego. Zmiany
zwyrodnieniowe dotyczyly zazwyczaj pojedynczych neuronéw lub ich

Ryc. 2. Ostre obrzmienie neuronu kory mézgu. 24 godz. po reanimacji H—E. Pow.
1000 X

Fig. 2. Acute swelling of a cortical neuron. 24-h after reanimation. H—E. X 1000

Ryc. 3. Zmiany niedokrwienne neuronéw kory moézgu. 24 godz. po reanimacji H—E.
Pow. 400 X

Fig. 3. Ischemic changes of cortical neurons. 24-h postreanimation period. H—E.
X 400

http://rcin.org.pl



476 M. J. Mossakowski i wsp.

/r Y ;-& "& ». T.Cx {‘ » A ¢
Ryc. 4. Zmiany homogenizacyjne komoérek Purkinjego na szczycie zakretu kory
moézdzku. 24 godz. po reanimacji. H—E. Pow. 400 X
Fig. 4. Homogenization of Purkinje cells. 24-h posireanimation period. H—E. X 400
Ryc. 5. Tigroliza komoérki nerwowej jagdra olbrzymiokomoérkowego mostu. 24 godz.
po reanimacji. H—E. Pow. 400 X

Fig. 5. Tigrolysis of neuron from gigantocellular nucleus of the pons. 24-h post-
reanimation period. H—E. X 400

.

Ryc. 6. Rozrzedzenie utkania podkorowej istoty biaiej potkul mézgu. 24 godz. po
reanimacji. H—E. Pow. 200 X
Fig. 6. Rarefaction of subcortical white matter from the cerebral hemisphere. 24-h
postreanimation period. H—E. X 200

» 4 »

Ryc. 7. Rozluznienie istoty bialej oraz oligodendrocyty wykazujgce cechy ostrego
obrzmienia. 72 godz. po reanimacji. H—E. Pow. 400 X

Fig. 7. Rarefaction of subcortical white matter with oligodendrocytes showing fea-
tures of acute swelling. 72-h postreanimation period. H—E. X 400

niewielkich ugrupowan polozonych ws$réd calkowicie niezmienionej po-
pulacji komérek nerwowych. Wystepowaly one prawie we wszystkich
formacjach szarych osrodkowego ukladu nerwowego, jednakze juz w tym
okresie zaznaczala si¢ predylekcja do niektérych sposréd nich. Byla ona
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znacznie wyrazniejsza przy diuzszym przezyciu po reanimacji. Zmiany
patologiczne najpospoliciej wystepowaly w korze mozgu, przede wszyst-
kim w jej II i III warstwie komoérkowej, w skorupie, gdzie czesciej do-
tyczyly neuronéw duzych niz matlych, w istocie czarnej, zajmujgc glow-
nie jej odcinek przysrodkowy, w korze mézdzku, niemal wylgcznie na
szczycie zakretow, w jadrach tworu siatkowatego pnia mézgu, zwlaszcza
w jadrze olbrzymiokomérkowym mostu, w oliwkach dolnych i jadrze
grzbietowym nerwu blednego. W okresie tym zwracalo uwage bardzo
dobre zachowanie struktur rogu Amona, gatki bladej i wzgoérza, znanych
z wybidrezej wrazliwosci na niedokrwienie. Drugim elementem obrazu
neuropatologicznego tej fazy okresu poresuscytacyjnego bylo uog6élnio-
ne rozrzedzenie utkania istoty biatej potkul mozgu zwigzane z porozsu-
waniem pasm zmielinizowanych widkien nerwowych i ostrym obrzmie-
niem komoérek gleju skapowypustkowego (ryc. 6). Formacje biale mézdz-
ku, pnia mézgu i rdzenia kregowego byly niezmienione.

1

B

Ryc. 8. Grupa komoérek z cechami zmian niedokrwiennych w jadrze zebatym moz-
dzku. 72 godz. po reanimacji. H—E. Pow. 200 ~

Fig. 8. Group of ischemic neurons in dentate nucleus. 72-h postreanimation period.
H—E. X 200

Ryc. 9. Obkurczone neurony warstwy ziarnistej kory mézgu. 72 godz. po reanimacji.
H—E. Pow. 400 X

Fig. 9. Shrunken neurons of external granular cortical layer. 72-h postreanimation
period. H—E X 400

Zmiany patologiczne w istocie bialej byly jeszcze bardziej nasilone
w 3 dniu po reanimacji (ryc. 7). W tym czasie w istocie bialej mézdzku
stwierdzono pojawienie si¢ drobnych jamek, ktére przy znacznym za-
geszczeniu prowadzily do obrazu zggbczenia tkanki. Zmiany komoérkowe
w formacjach szarych mialy podobny charakter jak w poprzednim okre-
sie, byly tylko bardziej nasilone i obejmowaly dodatkowe struktury, ta-
kie jak: jadro zebate moézdzku (ryc. 8), wzgorze, w tym przede wszyst-
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Ryc. 10. Piramidowe neurony kory moézgu z cechami zwyrodnienia niedokrwien-
nego. 72 godz. po reanimacji. H—E. Pow. 200 X

Fig. 10. Ischemic pyramidal neurons from cerebral cortex. 72-h postreanimation

period. H—E. X 200
Ryc. 11. Warstwowe uszkodzenie kory mozgu (III warstwy). Widoczne zwyrodnialte
neurony oraz ubytki komoérkowe. 72 godz. po reanimacji. H—E. Pow. 100 X
Fig. 11. Diffuse lesion of third cortical layer. Damaged neurons and neuronal loss.
72-h postreanimation period. H—E. X 100
Ryc. 12. Ubytki neuronéw sektora CA; rogu Amona ograniczone do jego przy-
Srodkowej czeSci. 72 godz. po reanimacji. H—E. Pow. 200 X

Fig. 12. Neuronal loss in the CA; sector of Ammon’s horn, limited to its medial
part. 72-h postreanimation period. H—E. X 200

Ryc. 13. Ubytek i zwyrodnienie neuronéow sektora CA; rogu Amona w 7 dniu po

reanimacji. H—E. Pow. 200 X

Fig. 13. Neuronal loss and degeneration in CA,; sector of Amon’s horn. 7 days
after reanimation. H—E. X 200

kim jego jadra siatkowate, galke bladg, a nawet rogi przednie rdzenia
kregowego. Wyrazniej zaznaczala sie predylekcja uszkodzen do powierz-
chownych warstw kory moézgu (ryc. 9) i jej warstwy III, w ktérej naj-
bardziej zmienione byly duze komoérki piramidowe (ryc. 10). Zjawiskiem

http://rcin.org.pl



Neuropatologia zespolu poreanimacyjnego 479

nowym, pojawiajacym sie w tym okresie, byly cechy rozpadu komoérek
nerwowych oraz ich ubytki, wystepujace przede wszystkim w III war-
stwie kory (ryc. 11), a w mniejszym stopniu w formacjach rogu Amona
(ryc. 12). W tym ostatnim mialy one bardzo niewielkie nasilenie i ogra-
niczone byly do najbardziej przysrodkowej czesSci sektora CA;. Cechg
znamienng ubytkéw komoérkowych w tym czasie byl calkowity brak to-
warzyszgcego odczynu glejowego.

Pozniejsze okresy obserwacji, obejmujace 7 i 14 dni po reanimacji,
charakteryzowaly sie zmieniong formula zmian patologicznych, wyraza-
jaca sie przewaga ubytkéow komoérkowych nad zmianami zwyrodnienio-
wymi. Wsréd tych ostatnich dominowaly nadal cechy tzw. schorzenia
niedokrwiennego. Pojawialy sie cienie komoérkowe oraz obkurczone neu-
rony, klasyfikowane zazwyczaj jako tzw. schorzenie przewlekle. Nie spo-
tykano natomiast komoérek nerwowych z cechami zwyrodnienia wodnicz-
kowego i ostrego obrzmienia. Elementem dominujgcym obrazu neuropa-
tologicznego byly ciezkie uszkodzenia komérek piramidowych rogu Amo-
na, obejmujgce w sposéb wybidrczy caly jego sektor CA;. Obok znacz-
nej redukeji populacji komoérek nerwowych stwierdzano tu liczne ko-
morki z cechami zwyrodnienia kwasochlonnego oraz wykladniki wezesnej
reakcji gleju gwiazdzistego (ryc. 13, 14). Ubytki komérkowe w korze
moézgu byly szczegélnie zaakcentowane w warstwie III (ryc. 15) oraz
w obszarach pogranicza unaczynienia przez duze pnie tetnicze, przede
wszystkim tetnice przednig i srodkowa mézgu (ryc. 16). I tu podobnie
jak w rogu Amona ubytkom komérkowym towarzyszy! rozplem komoé-
rek gleju gwiazdzistego; niektére sposréd nich przypominalty komérki
Alzheimera typu II (ryc. 15). Odeczyn ze strony gleju Bergmanna towa-
rzyszyl réwniez ubytkom komoérek Purkinjego, wystepujacym wylacz-
nie na szczycie zakretéw kory moézdzku, przy calkowicie niezmienionej
ich populacji w glebi rowkéw (ryc. 17). Zwracal uwage prawidlowy
obraz istoty bialej we wszystkich czesciach moézgowia.

W 3 i 4 tygodniu po reanimacji obraz komérkowy struktur szarych
nie odbiegal istotnie od stwierdzonego w 2 tygodniu. Zdecydowanie mniej
bylo komérek z cechami nieswoistego zwyrodnienia, wsréd ktoérych prze-
wazaly obkurczone neurony oraz nadal utrzymujgce sie zmiany niedo-
krwienne. Obok zwierzat z wyraznymi ubyvtkami neuronéw wystepowaty
i takie, u ktérych nieprawidlowosci strukturalne miaty bardzo male na-
silenie. Zjawiskiem zastugujacym na odnotowanie byla obecnos¢ wy-
raznego odczynu glejowego, przyjmujgcego postaé bgdz rozplemu rozla-
nego, towarzyszgcego zwyrodnieniom i ubytkom komodrek nerwowych
(ryc. 18), badz grudkowego (ryc. 19). W jednym i drugim przypadku astro-
cytom towarzyszyly pobudzone komodrki mikrogleju. Innym elementem
obrazu neuropatologicznego tej fazy okresu poreanimacyjnego byly drob-
ne, ograniczone ogniska rozluznienia utkania i zbledniecia ostonek mie-
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Ryc. 14. R6g Amona w 14 dniu po reanimacji. Zmiany zwyrodnieniowe i ubytki
komorkowe sektora CA; sg bardziej nasilone i towarzyszy im rozplem komoérek
glejowych. H—E. Pow. 100 X
Fig. 14. Ammon’s horn on 14th day after reanimation. Neuronal loss and degene-
ration are more advanced and accompanied by glial proliferation. H—E. X 100

Ryc. 15. Ubytek neuronéw w warstwie III kory moézgu z towarzyszgcym namnoze-
niem gleju. Niektére komorki glejowe przypominajg nagie jadra. 14 dni po reani-
macji. H—E. Pow. 400 X
Fig. 15. Neuronal loss in 3rd cortical layer accompanied by increased number of
glial cells, some of them resemble naked nuclei. 14 days of postreanimation period.
H—E. X 400

Ryc. 16. Zwyrodnienie i ubytki komérek nerwowych w obszarze pogranicza una-
czynienia tetnicy przedniej i $rodkowej mozgu. 14 dni po reanimacji. H—E. Pow.
100 X
Fig. 16. Degeneration and neuronal loss in the borderline zone of vascularization
by anterior and middle cerebral arteries. 14 days of postreanimation period. H—E.
X 100

Ryc. 17. Ubytek komoérek Purkinjego na szczycie zakretu moézdzku. 14 dni po re-
animacji. H—E. Pow. 200 X

Fig. 17. Loss of Purkinje cells at the top of cerebellar gyrus. 14 days of post-
reanimation period. H—E. X 200
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Ryc. 18. Rozlany rozplem astrocytow i mikrogleju towarzyszacy zwyrodnieniu ko-
morek nerwowych w bocznej czesci wzgédrza. 21 dni po reanimacji. H—E. Pow.
400 X

Fig. 18. Diffuse astrocytic and microglial proliferation accompanying neuronal de-
generation on 21st day of postreanimation period. H—E. X 400

Ryc. 19. Grudkowy rozplem gleju w $rédmoézgowiu w 28 dniu po reanimacji. H—E.
Pow. 200 X

Fig. 19. Nodular glial proliferation in the substantia nigra. 28 days of postreanima-
tion period. H—E. X 200

linowych, wystepujace na tle nie zmienionej skgdingd istoty bialej pét-
kul moézgu.

W zadnym okresie obserwacji nie stwierdzono naciekéw zlozonych
z komorek krwiopochodnych.

OMOWIENIE

Przedstawiony obraz strukturalnych uszkodzen osrodkowego ukladu
nerwowego jest ubogi w stosunku do 10-minutowego pelnego zatrzyma-
nia akcji serca i oddechu w warunkach normotermicznych, wydtuzonego
zreszta o okres reanimacji, ktéory obejmowal srednio 1,5 min, a w po-
jedynczych przypadkach 3 min do pelnosprawnego powrotu krgzenia
krwi. Wydaje sie, ze poOzniejszy na ogél powrdt czynnosci oddechowej
odgrywal w tym przypadku role drugorzedng, ze wzgledu na stosowanie
w tym czasie kontrolowanej wentylacji pluc. Zastosowane warunki do-
Swiadczalnej $mierci klinicznej prowadzily przy tym do glebokiego upo-
$ledzenia funkcji osrodkowego ukladu nerwowego, wyrazajgcego sie usta-
niem czynnosci bioelektrycznej moézgu, do restytucji, ktérej niezbedny
by! okres okolo 45 min, oraz zaburzeniami zachowania i motoryki zwie-
rzat, poréwnywalnymi co do czasu trwania z obserwacjami innych auto-
réow w pelnym niedokrwieniu moézgowia (Hossmann i wsp. 1973; Hoss-
mann, Zimmermann 1974; Pluta, Kapuscinski 1980; Pluta i wsp. 1980;
Kapuscinski, Mossakowski 1983, 1985). Nieporéwnywalne sg natomiast
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charakter, rozleglosé¢ i topografia uszkodzen tkankowych ze wzgledu na
czas, zar6wno niedokrwienia, jak i przezycia po niedokrwieniu. Jak
wspomniano uprzednio, wiekszos¢ doswiadczen z pelnym niedokrwie-
niem osrodkowego ukladu nerwowego ma charakter doswiadczen ostrych
ze wzgledu na trudno$é utrzymania zwierzat przy zyciu.

Wysoki prég nieodwracalnosci uszkodzen tkankowych osrodkowego
ukladu nerwowego u szczuréw w warunkach niedotlenienia i niedokrwie-
nia jest zjawiskiem znanym. Dla uzyskania ich Levine (1960) wprowa-
dzit model skojarzonego niedotlenienia i niedokrwienia. Opornos¢ te
Kapuscinski (1983) tlumaczy wysoka czynnosciowa wydolnoscig tetni-
czego pierscienia podstawy moézgu. Koncepcja ta wydaje sie o tyle nie-
pelna, iz w warunkach obustronnego podwigzania tetnic szyjnych wspol-
nych, a na takim modelu prowadzil on swoje badania, przy braku uchwyt-
nych zaburzen przeplywu krwi i uszkodzen strukturalnych tkanki wy-
stepujg glebokie nieprawidlowosci metaboliczne (Mossakowski i wsp.
1973; Smialek i wsp. 1971; Sikorska 1978). Wydaje si¢ wiec, ze istotnym
czynnikiem, wymagajacym zresztg wyjasnienia, sg gatunkowe odrebnosci
metaboliczne podwyzszajgce proég wrazliwosci na niedokrwienie (Ames,
Nesbett 1983; Hass 1981). Przemawiajg za tym obok obecnych spostrze-
zen, obserwacje przeprowadzone na szczurach z odcietym doptywem krwi
do moézgu przez obie tetnice szyjne wewnetrzne i obie tetnice-kregowe
(Kapuscinski, Mossakowski — dane niepublikowane). Dodatkowo zwraca
uwage fakt osobniczego zréznicowania wrazliwosci na niedokrwienie,
wyrazajacego sie roéznicami stopnia uszkodzen tkankowych u poszczegél-
nych zwierzat, stwierdzonymi w naszym materiale. Préba ich skorelowa-
nia ze skuteczno$cig zabiegéw reanimacyjnych, wyrazajacg si¢ czasem
powrotu czynnosci serca i oddechu, dala wynik ujemny.

Zastosowane warunki doswiadczalne pozwolily na przesledzenie ewo-
lucji zmian patologicznych, postepujgcych w czasie pomimo normalizacji
wykladnikow czynnosci bioelektrycznej mézgu oraz powrotu do normy
podstawowych funkeji ustroju, umozliwiajgcego dowolnie dlugie przezy-
cie zwierzat bez stosowania jakichkolwiek $rodkéw leczniczych. To ostat-
nie spostrzezenie potwierdza nasze poprzednie dbserwacje w innych ty-
pach niedokrwienia moézgu (Kapuscinski, Mossakowski 1983, 1985). Jed-
nakze w poprzednich do$wiadczeniach, przy znacznie dluzszym okresie
niedokrwienia i stale poglebiajgcych sie uszkodzeniach moézgu dochodzi-
lo do wtérnego zalamania si¢ jego czynnosci i $mierci zwierzat. Obecny
model pozwala na uzyskanie uszkodzen strukturalnych w osrodkowym
ukladzie nerwowym przy réwnoczesnym utrzymaniu zwierzat przy zyciu.

Nieprawidlowosci tkankowe w mozgu, przypominajace w swoim ogol-
nym wzorcu zmiany towarzyszgce cardiac arrest (Brierley i wsp. 1971),
wykazywaly charakterystyczne sekwencje czasowe rozwoju i topografie.
Ich pierwsza, wczesniejszg fazg byly nieswoiste zwyrodnienia komoérek
nerwowych, a nastepng ich rozpad i zanik z towarzyszacym, umiarko-
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wanym zresztg odczynem glejowym. Zmiany zwyrodnieniowe neuronow
wystepowaly réwniez w drugiej ,,zanikowej” fazie uszkodzen, zmieniai
sie jednak ich profil. Na ile bowiem we wczesnym okresie dominowaty
nieprawidlowosci typu niedokrwiennego i homogenizacyjnego (te ostat-
nie stanowig zreszta jedynie lokalng odmiane zmian niedokrwiennych)
oraz réznego typu tigroliza i zwyrodnienie wodniczkowe, na tyle w po6z-
nym utrzymywaty sie jedynie zmiany niedokrwienne i pojawialy sie
neurony z cechami tzw. schorzenia przewleklego, zwanego réwniez
stwardnieniem komoérek nerwowych. Taka kolejnos¢ zmian jest zjawi-
skiem znanym i potwierdzonym w licznych doswiadczeniach prowadzo-
nych na réznych modelach niedokrwienia moézgu u roéznych zwierzat
(Brown; Brierley 1966, 1973; Brierley i wsp. 1969).

Na podkreslenie zasluguje natomiast szereg odrebnosci naszego ma-
teriatu.

Uszkodzenie niedokrwienne neuronéw, zwane rowniez zwyrodnie-
niem niedokrwiennym, uwazane jest powszechnie za wczesne zjawisko
patologiczne, pojawiajace sie juz po uplywie kilku godzin od zatrzyma-
nia- lub ograniczenia moézgowego przeplywu krwi. Sg one poprzedzone
drobnowodniczkowymi zmianami cytoplazmy komoérek nerwowych, od-
powiadajacymi w obrazie mikroskopowo-elektronowym obrzmieniu mi-
tochondriéw (Brierley i wsp. 1971; Brown, Brierley 1973). Obserwacje
nasze, potwierdzajagc wczesny charakter zwyrodnienia ischemicznego,
wskazujg rownoczesnie na mozliwo$¢ jego opoOznionego wystgpienia w
zalezno$ci od zajetej struktury osrodkowego ukladu nerwowego. W rogu
Amona, formacji uznanej za szczeg6lnie wrazliwg na niedokrwienie, po-
jawialy sie one dopiero w 3—7 dnia po reanimacji. Nie obserwowano
natomiast w ogole mikrowakuolizacji cytoplazmy o typie opisanym przez
Browna i Brierleya 1966, co moze wigza¢ sie ze stosunkowo péznym
okresem najwczesniejszego pobierania materialu. Wystepowalo natomiast,
zresztg jako zjawisko przejsciowe tylko i krotkotrwale, wodniczkowe
zwyrodnienie cytoplazmy neuronéw uznane przez Agardha i wsp. (1980),
i Kalimo i wsp. (1980) za typowe wylgcznie dla stanu hipoglikemii, od-
mienne od wystepujacych jako nastepstwo niedokrwienia i niedotlenie-
nia. W sSwietle naszych spostrzezen swoistosé tej grupy uszkodzen ko-
moérkowych wydaje sie watpliwa.

Topografia zmian patologicznych byla na ogoél typowa dla niedotle-
nienia i niedokrwienia o$rodkowego ukladu nerwowego. Dotyczylo to
przede wszystkim rozkladu uszkodzen w korze moézgu i mézdzku. Warto
jednakze podkresli¢, ze typowosé ta ksztaltowala sie dopiero w miare
ewolucji procesu patologicznego. W najwczesniejszym okresie niepra-
widlowosci komorkowe, umiarkowane w swoim nasileniu, byly uogél-
nione i z trudem udawalo sie uchwyci¢ ich topograficzng predylekcje.
Uszkodzenia neuronéw w niektérych strukturach moézgowia, uznanych
za selektywnie wrazliwe na niedckrwienie, wykazywaly bardzo nieznacz-
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ne nasilenie lub pojawialy sie z kilkudniowym opéznieniem, przeciwnie
niz w okolicach traktowanych jako mniej wrazliwe. Gatka blada byla
rzadko i jedynie nieznacznie zajeta, w pragzkowiu zmiany dotyczyly bar-
dziej duzych niz malych neuronéw, we wzgoérzu wystepowaly one spo-
radycznie i ograniczne byly wylgcznie do jego bocznych obszaréw. Po-
wtarzalne i czeste uszkodzenia komérkowe obecne byly natomiast w isto-
cie czarnej, tworze siatkowatym pnia moézgu, przede wszystkim w jadrze
olbrzymiokomérkowym i jgdrach szwu oraz w jadrze grzbietowym nerwu
blednego. Ten rozklad zmian patologicznych moze mie¢ oczywiste na-
stepstwa czynnosciowe, nie dostrzezone zresztg w naszych obserwacjach
klinicznych.

W rozkladzie topograficznym nieprawidlowosci strukturalnych, obok
zroznicowanej wrazliwosci poszezegélnych ugrupowan komérkowych,
znajdowala swoje odzwierciedlenie patogenetyczna rola czynnika naczy-
niowego. Wyrazalo sie to przede wszystkim w czestym i powtarzalnym
uszkodzeniu neuronéw polozonych w obszarze pogranicza unaczynienia
duzych pni tetniczych mozgu, przede wszystkim tetnicy przedniej i $rod-
kowej. Okolice te zwane od czasu klasycznych opiséw Ziilcha (1953) ob-
szarami ostatniej igki charakteryzujg sie glebokimi zaburzeniami hemo-
dynamicznymi w okresie restytucji krazenia krwi w mozgu (Mossakow-
ski 1978; Mossakowski, Kwiatkowska-Patzer 1983).

Odrebnego komentarza wymagaja uszkodzenia struktur rogu Amona.
Byly one obok nieprawidlowosci w II i III warstwie kory nowej i w ko-
rze mo6zdzku najpospolitszym zjawiskiem patologicznym i dotyczyly wy-
biérczo komérek piramidowych sektora CA,, przy calkowicie nie zmie-
nionych jego pozostalych odcinkach. Na specjalng uwage zastuguje ich
opodznione pojawianie si¢ w stosunku do zmian w innych obszarach méz-
gowia, reprezentujgce tzw. zjawisko dojrzewania procesu patologicznego,
opisane w niedokrwieniu mézgu u chomikéw mongolskich (Klatzo 1975;
Suzuki i wsp. 1983a; Mossakowski, Gadamski 1985). Wedlug koncepcji
Klatzo (1985) wybidércza wrazliwos¢ neuronoéw sektora CA; zwigzana mo-
ze by¢ w mniejszym stopniu z wplywem samego niedokrwienia, a w wiek-
szym z ich hiperaktywno$cia w okresie poniedokrwiennym, zaobserwo-
wang przez Suzuki i wsp. (1983b). Prawdziwo$¢ tego pogladu w stosunku
do zastosowanego przez nas modelu u szczuréow wymaga oddzielnego po-
twierdzenia doswiadczalnego, jakkolwiek sugerowac¢ ja moze opoéZnienie
uszkodzen komoérkowych w sektorze CA; rogu Amona w stosunku do
innych okolic mézgu.

Morfologiczne wykladniki obrzeku moézgu wystepowaly jedynie we
wczesnym okresie obserwacji. Ich lokalizacja ograniczona do istoty bialej
oraz charakter morfologiczny sugerujg naczyniopochodny mechanizm pa-
togenetyczny obrzeku (Klatzo 1967). Nie stwierdzono natomiast histopa-
tologicznych znamion obrzeku cytotoksycznego, stanowigcego typowe na-
stepstwo niedokrwienia mézgu, wystepujgce bgdz jako faza wstepna, badz
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jako jedyna posta¢ obrzeku (Klatzo 1975). Brak jego wykladnikéow wy-
razajacych sie przede wszystkim drobnowodniczkowym zwyrodnieniem
neuropilu moze by¢ znéw zwigzany ze stosunkowo pdéznym okresem na-
szych obserwacji i wymaga odrebnego wyjasnienia. Na podkreslenie za-
stuguje natomiast zwiewnos¢ objawéw obrzekowych, utrzymujgcych sie
zazwyczaj znacznie dluzej, zwlaszcza przy nie stosowaniu leczenia prze-

ciwobrzekowego. Byé moze nastepstwem obrzeku byly pézne ogniska
rozrzedzenia istoty biatej i zbledniecia ostonek mielinowych wykazujgce
zwigzek z wiekszymi naczyniami zylnymi. Umiarkowana reakcja glejo-
wa stanowila zjawisko pdzne towarzyszace wyraznym juz ubytkom neu-
ronéw. Na podkreslenie zastuguje jej mieszany astrocytarno-mikroglejo-
wy charakter oraz kierunek ewolucji astrogleju do komoérek Alzheimera
typu II. Mozliwo$¢ tego charakteru przeobrazen gleju gwiazdzistego w
warunkach glebokiego niedokrwienia mézgu podnoszona byla miedzy
innymi przez Maslinskg i Oniszczyk (1970). Wydaje sie to zrozumiale w
Swietle obrazu mikroskopowo-elektronowego nagich jader i faktu, iz
niedokrwieniu moézgu towarzyszy znaczne obrzmienie astrocytéw (Mos-
sakowski, Gajkowska 1984).

Umiarkowane nasilenie uszkodzen tkankowych moézgowia oraz moz-
liwosé dilugotrwatego przezycia zwierzat sprawiajg, iz model doswiadczal-
ny opracowany przez Korpaczewa i wsp. (1982) jest dogodny nie tylko
do badan neurofizjologicznych, lecz réwniez do analizy mechanizméw
i dynamiki encefalopatii niedokrwiennej.

MORPHOLOGICAL ABNORMALITIES IN THE CENTRAL NERVOUS SYSTEM
OF RATS IN EXPERIMENTAL POSTRESUSCITATION PERIOD

Summary

The paper presents morphological analysis of the central nervous system of
rats in which 10 min. clinical death was experimentally induced according to
the method described by Korpaczew et al. (1982). Cardiac arrest resulting from
compressing the cardiac vessels bundle lead in the course of 10—15 sec. to total
cessation of the cerebral bioelectric activity. Its return was observed in * 32 min
after cardiac function was restored by external thoracic massage. Brain ischemia
was followed by stop of spontaneous respiration. Animals were artificially ven-
tilated but only after cardiac function recovery. Spontaneous respiration appea-
red in average 6 min. after the end of cardiac arrest. Resuscitated animals were
kept in laboratory conditions for the period ranging from 24 h to 28 days and
then they were sacrificed in groups by transcardiac perfusion with buffered 109/
formaldehyde.

Light microscope studies revealed structural abnormalities of the central
nervous system in all examined animals. They were moderate in their severity
and showed great individual wvariability. Typical evolution of the pathological
process was the most characteristic feature. In the earliest period of observations
morphological tissue alterations were generalized and did not show topographic
predilection. Nonspecific neuronal degeneration prevailed, among which cytoplasmic
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microvacuolization and ischemic and homogeneous changes of neurons were most
common. White matter structures showed slight rarefaction. In the later stage,
including 3rd and 7th days following resuscitation neuronal changes showed some
regional prevalency albeit to areas considered to be less vulnerable to cerebral
ischemia. Neuronal degeneration prevailed, however, loss of nerve cells was also pre-
sent. The latter was mostly limited to the cerebral neocortex, CA,; sector of Ammon’s
horn, cerebellar cortex, striatum, substantia nigra and reticular formation of the
brain stem, first of all its gigantocellular nuclei. Severe tissue alteration in the
cortical borderline zones was very typical. General pattern of tissue impairment
was changing after 7 days of survival. The number of neurons with degenerative
features was remarkably reduced, neuronal loss in ahove mentioned localization
was more accentuated, this being accompanied by glial proliferation. In the final
period of observation foci of tissue breakdown in the white matter were present.

The observations revealed typical evolution of pathological process in various
stages of postresuscitation period, pointing to the features of maturation pheno-
menon and the role of circulatory disturbances in the development of brain pa-
thology. These observations indicate the applied experimental model to be well
suited for further studies on the mechanism of postresuscitation encephalopathy.

OLIEHKA MOP®OJIOTUYECKUX U3MEHEHU
B LIEHTPAJIbHOW HEPBHOM CUCTEME
B OKCNEPUMEHTAJIbBHOM TITOCTPEAHUMALIMOHHOM CHUH/IPOME.
MPEABAPUTEJIbBHOE COOBHIEHME.

Pe3ome

ITposenack ouetxa MOPQOTOrHYECKHX H3MEHEHMM LEHTPAJbHOW HEPBHOW CHCTEMBI KDbIC,
y KoTopbix no mMeroxy Kopnayesa u cowp. (1982), 6bu1 BbI3BaH B 3KCriepuMeHTe HAa 10 MUHYT CUH~-
JIPOM KJIMHMYECKO#H CMepPTH. 3aepikKKa CepaeyYHOM JesTeTbHOCTH NOCe KOMIIPECCUM COCYAMCTOro
nyYKa Besia K MOJIHOMY NPUOCTAHOBJIEHUIO OHO3JIEKTPUYECKO aKTHBHOCTH KOPbI MO3ra B TEYEHHE
1015 cex. Bo3spaiuenue OHOINEKTPUYECKON HESATEILHOCTH KOPbI Habmoaanach ¢ 32 MMHYTBI
1oCiie BO3BPALIEHUST CEPAEYHON HeATENbHOCTH. APTHOUUMATBHOE AbIXAHHE MPOBOAMIOCH 10 BO3-
BPAILEHUs CIIOHTAHHOTO JbIXaHWs, KOTOPOE MOSBIISIIOCH B CPEAHEM MOCje 6 MUHYT M 36 CEKyH.
ITocne pecycunTauuu JKHBOTHbIE ObUTH 3aJepXaHbl B BiBapuyMe ¢ 24 vacopb mo 28 IqHeif.

ITaToMOP(OIOTHYECKOE HMCCICIOBAHNE MOKA3aJ0 CTPYKTYPHLIE HApPYLUEHHS B LICHTPAJbHOMN
HEPBHOM CHCTEME BCEX MCCIEIOBAHHBIX JKMBOTHBIX. B ©OlueM 3Tu HapyuieHusi ObUIM YMEPEHHO
HACHJICHHbIE M XapaKTePHU30BAIUCH OTHETIIMBOIl MHAMBHAYANbHON M3MEHYMBOCTHIO. THIHMYECKUM
(dheHomMeHOM Obliia XapakTepuCTHYeCKasi IBOJIIOLMUS MATOJIOIM4€CKOro npouecca. B panuuit nepuon
NaTOJIOrHYeckue u3MeHenns O6buin 06061eHHbe, 623 OTYETIHBOMK TONOTPadGHUecKoil CKIOHHOCTH.
OHHM XapaKTepu30BaIMCh HecneLm(puYeckoil aereHepauueil HEBPOHOB, B KOTOpoM mnpeobsamgana
MMKPOBAKYO/IM3aLMs LUMTOIIA3MAa M MCXEMHYECKME M TOMOTEHM3aLMOHHbIE HM3MeHeHus. B 3To
BpeMsi HabuTionanock jierkoe paspexenue Oesioro seutectsa. B Gosiee nmo3mHuit nepuoa, OXBaThi-
Baloumit 3 u 7 IeHb MOCE PeCYCUMTALMKM TONOTpaduyecKasi CKIOHHOCTb CTPYKTYPHbBIX HApYLICHHH
Obu1a Gosiee BbIpA3MTENbHAS, XOTS 3TH HApyLIeHUs] Obl HAMIeHbl TAK)KE B CTPYKTYpax MpPU3HAH-
HBIX CTOMKHMH TI0 OTHOLIEHHMIO K MCXeMHUM. Bce ew€ npeobnaguim JereHepalnoHHble M3MEHeHUs
HEBPOHOB, XOTS TOSBJISIIOCH TAKXKE YMEHbLICHUE KOJTAYECTBA HEPBHBIX KJIETOK, JIOKAJIU3MPOBAHHOE,
TIpex/e BCero, B HOBOM Kope mMo3ra, B cekrope CA; amMMoHueBa pora, B Kope Mo3Xeyka, B I0JIO-
CATOM Tejie, YePHOM BEILECTBE M CETEBHAHOM 0OpPA30BaHMM, MPEXKIE BCErO B T'MIAHTOLEILIIOJIAP-
HOM sifIpe.

Habmoamich XapakTepHble 3HAYNTEIbHbIE TKAHEBbIC HAPYIUEHMS] B CMEXHBIX 30HaX KpPOBO-
cHaOXeHMS, CBA3AHHBIX ¢ OONBIIMMHU apTEPUATbHBIMU CTBONaMH. KapTuHA CTPYKTYpPHBIX Hapy-
IIHEeUH M3MEeHsIach ¢ 7-0r0 [Hs mocje pecycuutauuu. KoaM4ecTBO HEPBHBLIX KJIETOK C MpU3HAKA-
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MH ACTECHEPpAUUU YMEHbLIAJIOCH, YBEIUYUBAINUCH TKAHEBLIC }'6b[TK'H B B/y JlOKanu3auvy u NnosiBu-
JIUCh TIOKA3aTeNIM TPOTrPECCUBHON TMTHO3HOW peaKkLMM. OTU W3MEHEHHUs TOSBUINCH BO BpEMs Ove-

PeIHbIX Henenb HabmoneHus. B ero KoHUEBOM meprone oOHAPYXWIMCH OYarM pacnajga B OenoM
BELIECTBE.

HponeaeHHb[e MCCIICIOBAHMSA 10KA3a/IW XapaKTEPHYO IBOJIIOLMIO NMATOJIOTHYECKOTO Mpouecca

B MOCIEPECYCUMTALMOHHOM MNMEPHO/E, a TAKKe €ro co3peBaHume. DTH HabGTIOLEHHUS MOKA3bIBAIOT,
4TO NPUMEHEHHas JKCINEPUMEHTa/bHAs MOIEIb NPUTOAHA JUIS HAOMIONCHMS TMOCIepecyClirTa-
MOHHOM 3HuedhaTonaTHH.
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Terminal vessel morphometry is one of the methods of investigation
which can be used for the indirect evaluation of exchange between
blood and tissue surrounding blood vessels. The variety of morphometric
methods applied and the increasing use of a wide range of automatic
equipment has given rise to a number of methodological studies con-
cerned with this subject (Weibel, Bolender 1973; Schmid-Schoenbein et
al. 1977; Williams 1977; Bér 1980; Chen, Diana 1984; Pradal et al. 1984).

The use of automatic and semi-automatic methods has not comple-
tely eliminated the use of traditional methods. The studies of Schmid-
-Schoenbein et al. (1977) show that the coherent square lattice is used
for morphometric measurements in spite of the present development
of technology. An advantage of this method is the low cost and easy
availability without the need for extra equipment. However, a more
work and time input are required of the operators.

In our studies we evaluated morphometrically the terminal vessels
of the motor, limbic and visual cortex of the cat and rat (Wrzoltkowa
et al. 1984) as well as the terminal vessels of particular nuclei of the cat
amygdaloid body (Kraszpulski et al. 1985). In the former the coherent
square lattice was used to collect data, with concentration mainly on
vascularization density. The latter study was based on semiautomatic
analysis using a computer. Here three other parametres were measured
in addition to vascularization density; the ratio of vessel cross-sectional
area to tissue cross-sectional area — representing the area of perfusion,
the ratio of vessel circumference to tissue area — representing the
area of exchange, and the mean cross-sectional area of a single terminal
vessel of a section.

* Supported by Polish Academy of Sciences, Grant 10.4.05.1.4.
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In the present study we wanted to compare the results obtained with
the use of both methods. Hence, the same samples of particular nuclei
were used in both methods of study estimating the area of perfusion,
the area of exchange, the vascularization density, the mean cross-sec-
tional area of a single terminal vessel. Comparison of the results obta-
ined by both methods should answer the question: can the two methods
give comparable results?

MATERIAL AND METHODS

Studies were performed on material from 23 adult cats. The object
of the studies were 96 specimens taken from 5 nuclei of the cat amyg-
daloid body (the lateral, basal, cortical, central and medial nuclei).
From each individual 1—10 specimens were examined.

In both methods the projection microscope PICTOVAL (CARL
ZEISS JENA) was used, analysing the image on the screen magnified
700 X. Each time work was commenced, the magnification was con-
trolled by measuring vertical and horizontal sections of the image of
the Thomm chamber lattice placed in the microscope. The position of
the screen or the microscope was altered if required. Each of the sections
was in the same position for both methods of study. If a section was
larger than the field of vision of the microscope the same fragment of
the section was studied. All data were collected by the same operator.

The first method made use a square coherent lattice the parametres
of which were as follows: d =7 mm, P = 1225, L = Pxd = 8575 mm,
A = Pxd® = 60025 mm? (d — distance between two neighbouring lines
on the lattice, P — number of points on the lattice, L — total length
of the horizontal lines on the lattice, A — total surface area of the lattice).
Taking into account the magnification of the microscope, the actual va-
lues of the lattice parametres for the sections studied were as follows:
d =10 um, P = 1225, L = 24500 um, A = 122500 pm?. The parametres
and formulae used were selected according to Weibel, Bolender (1973)
allowing a 5% risk of error.

The area of perfusion was calculated using the formula: n/P (n —
number of points on the lattice within the circumference of the parti-
cular terminal vessels).

The area of exchange was calculated according to the formula:
axI/2xL (I — number of intersections of the test lines with the terminal
vessel circumferences).

Vascularization density was calculated using the formula: Q/A (Q —
number of terminal vessel sections in the area of the lattice).
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The mean cross-sectional area of a single terminal vessel was calcula-

area of perfusion

t d i T e g T
O U e vascularization density.

In the second method the WANG 2200 VP computer equipped with
digitizer, graphic monitor and printer was used to analyse the micro-
scope image. The microscopic image of the section was projected onto the
digitizer (screen) connected to the computer. Outlining the image of the
section on the screen resulted in its image being registered in the com-
puter memory. On this basis the computer calculated cross-sectional
areas and circumferences of the vessels and of the entire sections, the
vascularization density and the relations between areas and circum-
ferences.

The results obtained using both methods were compared by the pa-
ired Student’s t test, assuming a significance level of p<<0,01. A com-
parison was made of the values obtained for parametres in particular
nuclei and in all the analysed sections taken collectively.

RESULTS

The obtained results are presented in Table 1 and Fig. 1. From these
it can be seen that the calculated values of wvascularization density
and the area of perfusion do not vary significantly in the two methods
used either for the particular nuclei or for the entire amygdaloid body.
The values for the mean cross-sectional areas of single terminal vessels
vary significantly only in the entire amygdaloid body. Values for the
perfusion area reveal a significant difference depending on the method
used in the medial nucleus and in the entire amygdaloid body.

In all cases where significant differences were found depending on
the method used, higher values were obtained when using the coherent
square lattice and lower ones when using the semi-automatic method.

For all the results standard deviations were lower in the semi-auto-
matic method and higher when the coherent square lattice was used.

DISCUSSION

The influence of various factors on the results obtained in morpho-
metric studies is a subject often discussed in the literature. Publications
stress the importance of: sampling (Weibel, Bolender 1973; Bar 1980),
section preparation (Williams 1977; Pradal et al. 1984), microscopic ma-
gnification and photographic enlargement (Williams 1977; Pradal et al.
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Table 1. Morphological measures of blood brain ex change in the cat amygdaloid body. Comparison of methods

Tabela 1. Morfologiczne wykladniki wymiany krew— mozg w ciele migdatowatym kota. Poréwnanie metod

Area of exchange

Pcowierzchnia wymiany

Vascularization density

Gesto$¢ unaczynienia
X+SD [1/mm?]

Mean area of a single vessel

Srednia powierzchnia
jednego naczynia

Area of perfusion

Powierzchnia przeptywu
X+SD [x 10~3um?/um?]

Wt X+SD [x10~3um/pm?] %+SD [um?]
Jadro = Wciorﬂnpl:tgrﬁ "sq{xaré TFC computer square computer ;c{uare computer square
lattice lattice lattice lattice
komputer siatka t komputer siatka t komputer siatka t komputer siatka t
kwadratowa kwadratowa kwadratowa kwadratowa
Lateral 24 8.07+1.81 8.04+2.21 0.10 213442 215449 0.27 85412 91422 1.77 18.261+4.53 19.524+5.63 1.69
Boczne
Basal 28 7.70+1.55 7.34+1,75 - 1.75 210142 210-+47 0.08 81415 8416 1.01 17.01+3.90 17.65+4.40 1.13
Podstawne
Central 20 #6.33:+1.10 6.754£1.89 134 - 168-£35 177451 1.22 89423 98430 2.39 14.56+3.15 16.64+-4.78 2.62
Centralne
Cortical 12 6.054-0.85 5.92+1.28 0.40 163+32 163447 0.14 83423 94432 1.69 13.19--2.87 14.584+-4.00 1.61
Korowe
Medial 12 5.70+-1.00 6.51+-1.84 2.28 153+28 167440 2.84 83421 84+23 0.62 12.45+2.80 13.71+3.28 5.09*
Przysrodkowe
Total 96 7.05+1.66 7.11+1.96 0.48 189445 19351 1.36 84118 90424 3.50* 15.76+4-4.21 17.03+4.97 3.99*
L acznie

a statistically significant difference in the paired Student’s 7 test (p < 0,01)

*

— statystycznie isictna roznica w cparowanym teécie 7 Studenta (p < 0,01)
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Fig. 1. Graphic comparison of results obtained by two morphometric methods: a —
area of exchange, b — vascularization density, ¢ — mean area of a ‘single vessel,
d — area of perfusion. White diagrams — computer, black — square lattice. Nuclei
of amygdaloid body: L. — lateral, B — basal, C — central, CO — cortical, M —
medial, T — total. * — statistically significant difference in the paired Student’s
t test (p < 0.01)
Ryc. 1. Graficzne zestawienie wynikow uzyskanych przy zastosowaniu dwéch réz-
nych metod morfometrycznych: a — powierzchnia wymiany, b — gesto$é unaczy-
nienia, ¢ — Srednia powierzchnia jednego naczynia, d — powierzchnia przeptywu.
Biate diagramy — komputer, czarne — siatka kwadratowa. Jadra ciala migdalowa-
tego: L — boczne, B — podstawne, C — centralne, CO — korowe, M — przysrod-
kowe, T — Igcznie. * — roéznica statystycznie znamienna w sparowanym tescie
t-Studenta (p < 0,01)
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1984), operator (Pradal et al. 1984) and mathematical analysis of the
obtained data (Weibel, Bolender 1973; Williams 1977; Chen, Diana 1984).

In our studies two different methods of data collecting were compa-
red. Hence, the remaining factors were left unchanged. In both methods
the same sections were used to eliminate differences due to sectioning
and sampling.

Sections were always placed in the microscope in the same position,
so that the problem of possible uneven terminal vessel distribution could
be ignored. The image on the screen was studied at constant magnifi-
cation of X 700, checked each time work was commenced, hence the
greatest possibility of error due to an inaccurate determination of ma-
gnification was avoided (Pradal et al. 1984). Work was done by the same
operator. The mathematical part of the work was calculated by the com-
puter with the use of the formulae listed above.

The results we obtained enable us to draw the conclusion that the
vascularization density and area of exchange do not differ statistically
in dependence on the method of study, and so may be considered as
comparable.

The values of the area of perfusion were greater in the method where
the coherent square lattice was used for all cases studied. This suggests
a systemic error — counting too many points on the vessel circum-
ference. This error could be avoided by more careful collection of data.
In two cases (the medial nucleus and the entire amygdaloid body) diffe-
rences in the results exceeded the level of statistical significance when
vsing the paired Student’s t test. In the case of the total for the entire
amygdaloid body the error could be the result of summation of systema-
tic error for a large number of specimens (96). In the particular nuclei
taken separately, despite the existence of the same systematic error, the
small number of specimens did not result in a significant difference in
the values obtained for the perfusion areas. The only exception is the
medial nucleus where, despite a small number of specimens (12), large
individual differences between results for particular specimens brought
about statistically significant differences in the paired Student’s t test.

A similar situation exists for the mean cross-sectional area of a sin-
gle terminal vessel. The values of this parametre were calculated using

area of perfusion
vescularization density
on the values of the numerator. Consequently these results are also hig-
her where the coherent square lattice was used. The differences are
however, slightly smaller than before, with statistical significance exis-
ting only in the case of the entire amygdaloid body. The reason for this
is probably again the small number of studied specimens in the particular
nuclei.

Hence, we may conclude that the results of the studies made with

the formula: and hence are greatly dependent
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the use of both methods are comparable taking into account the possi-
bility of a systemic error for the area of perfusion and the mean cross-
-sectional area of a single terminal vessel. As our studies using the
coherent square lattice (Wrzotkowa et al. 1984) dealt with vasculariza-
tion density, they may be considered as comparable with those perfor-
med by the semi-automatic method (Kraszpulski et al. 1985).

Lower values of the standard deviation in the semi-automatic method
imply its greater precision. This is confirmed by other investigators
(Weibel, Bolender 1973; Williams 1977). Weibel and Bolender consider
the semi-automatic methods to be more precise than totally automatic
ones, where in the case of poor contrast a machine can cause errors,
whereas in the semi-automatic method a human operator can make the
decisions. It does seem, however, that a sufficient quality of specimen
preparation, combined with a new generation of equipment for automa-
tic image analysis, should make possible avoidance of such errors, and
open (Jordan et al. 1985) new possibilities for collecting and analysing
data.

ACKNOWLEDGEMENT: The authors wish to thank Dr. Piotr Mierzewski for
his advice concerning the statistics.

MORFOMETRYCZNA OCENA NACZYN TERMINALNYCH MOZGU.
BADANIA METODOLOGICZNE

Streszczenie

Poréwnano wyniki badan morfometrycznych naczyn terminalnych centralnego
ukladu nerwowego, uzyskanych dwiema stosowanymi przez nas wczeéniej meto-
dami; w odniesieniu do 4 parametréw: powierzchni wymiany, gestosci unaczynienia,
Sredniej powierzchni jednego naczynia i powierzchni przeplywu. Celem pracy bylo
stwierdzenie, czy wyniki prac prowadzonych tymi metodami sg ze sobg poréwny-
walne? Badania przeprowadzono na 96 wycinkach z 5 jgder ciala migdalowatego
moézgu 23 kotow. Preparaty badano za pomocg: 1) siatki kwadratowej, 2) kom-
putera WANG 2200 VP. Wyniki oceniano statystycznie sparowanym testem t
Studenta. ]

Stwierdzono, ze wyniki prac prowadzonych badanymi dwiema metodami ana-
lizy morfometrycznej sg ze sobg poréwnywalne, przy uwzglednieniu poprawki na
ewentualny blgd systematyczny. Odchylenie standardowe we wszystkich przypad-
kach bylo nizsze przy uzyciu komputera, wykazujgc nieco wiekszg precyzje tej
metody.

MOP®OMETPUYECKASA OLIEHKA TEPMMWHAJIBHBIX COCY/IOB MO3TA

Pe3ome
Bbuin CpaBHEHbI PE3yjibTaTbl MOP(HOMETPHYECKUX MCCIENOBAHUIA TEPMUHABHBIX COCYIOB

LIEHTPANbHON HEPBHOW CHUCTEMbI, TIPOBEACHHBLIX JBYMS METOZAMHU YNOTpPEeOGIAEMBIMH paHblie
aBTOPAMM. ABTOPBI PACCMATPUBAIM 4 mapameTpa: NMOBEPXHOCTb OOMEHA, MJIOTHOCTH BACKYJISA-

http://rcin.org.pl



498 M. Kraszpulski, T. Wrzoltkowa

pH3aumK, CPEAHIO TOBEPXHOCTH OAHOIO COCyJa M TOBEPXHOCTH KPOBOTOKA. 3azadeil mcciuexo-
BaHWUit ObLITIO TMOATBZPKICHUE, CPABHUBASMBIE JIM PE3YJIbTAThl UCCIIEOBAHMIA, IPOBEIEHHBIX 3THMHA
neymsi meronamu. Mccienosanus Obumd npoBeeHbl HA 96 cpe3ax u3 5 siAep MHUHAAIECBHHOTO
Tena Mo3ra 23 kourex. ITpemapaTsl ObUIM KCCITEAOBAHBI TIPH MOMOLIK: 1) KBapaTHOM CETKH 2) KOM-
norepa WANG 2200VP. Pe3yabTaThl OLEHMBAMCh CTATUCTHYECKH TAPHBIM TecToM /- Studenta.

ITpoBeeHHbIE WCCIIEIOBAHUS TOKA3a/d, YTO Pe3yJbTAaThl MPOBEACHHOTO ABYMS METOJaMH
aHaJm3a, CPaBHUBAEMBIE MeKIy COOOM, yuATHBAs MONPAaBKY BO3MOXKHOMK CHCTEMATHYECKOH OmmO-
xu. CTangapTHOe OTK/IOHEeHHEe GbUI0 BO BCEX CIy4YasX HMXKE MPH YHOTPeOICHUH KOMITIOTEpa, yKa-
3pIBasi Ha HEMHOro OOINbBLIYIO TOYHOCTH 3TOTO METOo/A.
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Our previous studies of the relation between axon terminals and
capillary vessels in the central nervous system were performed on areas
with a blood-brain barrier (Lukaszyk et al. 1984; Lukaszyk 1985). The
results of these studies may suggest the existence of some mutual fun-
ctional dependence between the axon terminal and the terminal vessel
wall.

In the brain there are a number of areas without a blood-brain bar-
rier. Terminal vessels devoid of the barrier are often separated from the
surrounding nervous tissue by a perivascular space. This space may
contain various elements of connective tissue or nervous endings. The
presence of this space may enable an easier examination of the relation
between the nerve ending and the terminal vessel wall in the central
nervous system.

The aim of the presented work was the study of the relation between
the nerve endings and the terminal vessel wall in the subfornical organ,
the capillary vessels of which are separated from the nervous tissue by
a perivascular space. A number of studies were undertaken concerning
aspects of the structure and function of this organ (Rohr 1966; Rohr
1966a; Czewzyk 1970; George, Penrose 1975; Simpson, Ronttenberg 1975;
Tsuneki et al. 1978; Miselis 1981; Willoughby 1981).

MATERIAL AND METHODS

The subfornical organ of 4 cats and 6 rats, fixed by perfusion and
prepared for study according to the previously published method was
investigated (Lukaszyk et al. 1984). In two rats the subfornical organ
was fixed by diffusion. The correct selection of a particular sample of
the subfornical organ was verified in Epon semithin sections, after to-
luidine blue staining.

* Supported by Polish Academy of Sciences, Grant 10.4.05.1.4.
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RESULTS

Electron microscopic studies revealed that the ultrastructure of the
subfornical organ and in particular the capillary vessels are identical in
the cat and rat and hence the results are presented jointly.

There exist two types of endothelium in the capillary vessels of the
subfornical organ — endothelium forming a continuous layer (Figs 1, 4)
and endothelium with fenestrations (Figs 2, 5). Both types of endothelium

AN : P ST SR e e

Fig. 1. Part of capillary vessel lumen lined with continuous endothelium. A peri-
cyte process (p) melts into the basement membrane adhering to the endothelium.
The narrow perivascular space is filled with collagen fibres (c) and is limited by
a continuous basement membrane (bm) that adheres to the glial processes. X 39 000
Ryc. 1. Fragment $wiatla naczynia wlosowatego wyslany $rodblonkiem o przebiegu
cigglym. W przylegajacg do srodblonka blone podstawng wtopiona jest wypustka
pericyta (p). Waska przestrzen okolonaczyniowa wypelniona jest widknami kolage-
nowymi (c) i ograniczona linijnie ciagla blong podstawng (bm) przylegajacq do
wypustek komorek glejowych. Pow. 39 000 X
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Fig. 2. Capillary vessel lumen lined with fenestrated endothelium. The fenestrations
are sectioned at varying angles. Under the endothelium and parallel to it a glial
cell process (g) surrounded by 3 basement membrane laminae. The perivascular
space contains a connective tissue cell process and a few fibrills. Amongst the
glial barrier processes there are two fibres containing neurosecretory granulations
(ns) partly separated from the glia, covered by the external basement membrane.
X 39000
Ryc. 2. Swiatlo naczynia wlosowatego wyslane srodblonkiem z fenestracjami prze-
cietymi w roéznych plaszezyznach. Pod s$rodblonkiem réwnolegle przebiegajaca,
ograniczona trzema blaszkami blony podstawnej wypustka komorki glejowej (g).
W przestrzeni okolonaczyniowej wypustka komorki tkanki ljcznej i pojedyncze
wlokienka. Fomiedzy wypustkami bariery glejowej dwa wildkna z ziarnistosciami
neurosekrecyjnymi (ns), czesciowo odsunigte od gleju, pokryte blong podstawng
zewnetrzng. Pow. 39 000 X

may be present within the same capillary vessel (Fig. 5), but terminal
vessels with only a single type of endothelium predominate.
The basement membrane adhering closely to the endothelium and
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Fig. 3. Process containing neurosecretory granules (ns) invaginates into the peri-
vascular space tegether with an astroglial process (g). Both processes are surrounded
by a common basement membrane. X 38 000

Ryc. 3. W przestrzen okolonaczyniowg wpuklaja sie wypustka z ziarnistos’ciarﬁi
neurosekrecyjnymi (ns) i przylegajgca do-niej wypustka astrogleju (g). Obie wy-
pustki otoczone sg wspolng blong podstawng. Pow. 38 000 X
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Fig. 4. Capillary vessel made up of continuous endothelium and a wide pericyte

process (p). The perivascular space is electron-transparent. The external basement

membrane covers the closely packed adhering glial processes. Amongst them
is a small process contaning neurosecretory granulations (ns). X 25 000

Ryc. 4. Naczynie wlosowate utworzone przez srdédblonek o przebiegu cigglym i przez

szerokg wypustke pericyta (p). Przestrzen okolonaczyniowa jest elektronowo prze-

zierna. Blona podstawna zewnetrzna pokrywa ciasno ulozone, $ci§le do siebie przy-

legajgce wypustki gleju. Wséréd nich jest mala wypustka z ziarnisto$ciami neuro-

sekrecyjnymi (ns). Pow. 25000 X

Fig. 4a. Higher magnification of the process containing neurosecretory granules
seen in Fig. 4. X 56 000

Ryc. 4a. Wieksze powiekszenie wypustki z ziarnisto$ciami neurosekrecy jnymi
z Ryc. 4. Pow. 56 000 X

http://rcin.org.pl



504 T. Wrzolkowa, I. Lukaszyk

pericyte separates the vessel from the perivascular space which varies
in width. An external basement membrane, resting on glial processes
separates this space from the nervous tissue. The perivascular space
limited by two basement membranes is either empty (Fig. 4) or it con-
tains collagen fibres (Figs 1, 3, 5), connective tissue cell processes (Fig. 2)
and nerve terminals (Figs 3, 5, 6, 6a).

The external basement membrane forms a straight or meandering
layer over the glial processes (Figs 1, 3). Below the external membrane
nerve processes and terminals containing neurosecretory granules as
well as terminals containing spherical or mixed granules are visible.

Fig. 5. In the perivascular space close to a capillary vessel a cell process with
dense lamellar bodies and neurosecretory granules (ns). X 55000
Ryc. 5. W przestrzeni okolonaczyniowej skupienie gestych cial bloniastych i ziar-
nistosci neurosekrecyjnych (ns). Pow. 55000 X
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Fig. 6. Terminal vessel with continuous endothelium and a pericyte process (p)
between the basement membrane lamelae. In the perivascular space between the
internal and external basement membrane are accumulations of fibres and boutons
with neurosecretory vesicles (ns), nerve terminals with spherical vesicles (sv) and
collagen fibres (c). X 39 000
Ryc. 6. Naczynie terminalne o srodblonku cigglym z wypustkg pericytu (p) po-
miedzy blaszkami blony podstawnej. W szerokiej przestrzeni okolonaczyniowej,
pomiedzy blonag podstawng wewnetrzng i zewnetrzng skupienie widkien i kolbek
z pecherzykami neurosekrecyjnymi (ns), zakonczenie nerwowe z pecherzykami
kulistymi (sv) oraz wlékna kolagenowe (c). Pow. 39000 X
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Fig. 6a. Axon terminal with spherical vesicles (sv) in the perivascular space close
to the capillary vessel wall. X 34000

Ryc. 6a. Zakonczenie nerwowe z pecherzykami kulistymi (sv) w przestrzeni okolo-
naczyniowej, tuz przy $cianie naczynia. Pow. 34 000 X
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Squeezing in between the glial cells, limiting the perivascular space there
are nerve processes and terminals containing large vesicles with a core
of a varying degree of electronoptical density (Fig. 4) and few nerve
terminals with spherical or flattened vessicles.

Occasionally the processes containing neurosecretory granules appear
in between the glial cell processes, forming together a palisade barrier
limiting the perivascular space (Figs 2, 4). Both in the cat and rat neuro-
secretory cell processes in the perivascular space occasionally appear in
close contact with the capillary vessel wall (Figs 3, 5, 6). These proces-
ses are usually surrounded by the basement membrane. This gives the
impression that the neurosecretory processes bulging from in between
the glial cells towards the vessel wall carry the basement membrane
with them. The phases of this gradual bulging are visible in Figs 2—S5.

On few occasions the perivascular space was seen to contain synap-
tic boutons with spherical (Fig. 6, 6a) or mixed vesicles. These nerve
terminals were without a basement membrane or only partly surrounded
by it.

We did not observe any differences in the nerve terminals and ele-
ments of connective tissue in the perivascular space surrounding capil-
lary vessels with a varying type of endothelium.

DISCUSSION

The results of electron microscope studies presented here confirm the
observations of other authors that the subfornical organs of the cat and
rat contain capillary vessels with a fenestrated endothelium as in an
endocrine organ and with a continuous endothelium as in areas with
a blood-brain barrier (Rohr 1966).

The perivascular space of the subfornical organ contains many fun-
ctional nerve processes with neurosecretory granules. Their invagina-
tion from the neuropil into the perivascular space may be considered to
be a phase of secretion. Moreover, nerve terminals with spherical and
mixed vesicles can be found in the vicinity of capillary vessels in this
organ. The two types of terminals in the perivascular space of the sub-
fornical organ differ not only in their type, but also in their relation to
the external basement membrane. The neurosecretory processes are al-
ways surrounded by the basement membrane, but the terminals with
spherical and flattened vesicles have no membrane at all or the dense
lamina of the basement membrane adheres to them only along a small
length.

Nerve fibres innervating large vessels of the brain down to the pre-
capillaries have their neurons in the superior cervical ganglion from
which they enter the brain along the perivascular spaces (Itakura et al.
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1977; Kobayashi et al. 1981; Madison et al. 1981). Nerve fibres deriving
from the central nervous system functionally connected with vessels
have their neurons e.g. in the locus coeruleus and reach the vessel wall
through the neuropil (Rennels, Nelson 1975; Edvinsson et al. 1979).

The absence of a basement membrane surrounding the nerve termi-
nals (Fig. 6) could suggest that the terminals in the perivascular space
of the subfornical organ enter from the subarachnoid space, the same
way as nerve processes innervating arterial vessels down to precapilla-
ries. On the other hand, the possibility that the terminals enter from the
neuropil, breaking the external basement membrane must be taken into
account. This could be suggested by the fact, that a fragment of the
basement membrane adheres to the nerve terminal (Fig. 6a).

The studies we performed previously on the relation between the
axon terminals and the terminal vessel in the CNS were based on areas
with a blood-brain barrier (Lukaszyk et al. 1984; Lukaszyk 1985). The
results of these studies on the basis of morphometric evaluation sugges-
ted a possible functional relation between the nerve terminal and the
terminal vessel. The present studies performed on an area of the CNS
without a blood-brain barrier, possessing a distinet perivascular space
seem to confirm this expectation concerning the innervation of the ter-
minal vessels of the brain, regardless of where the terminals visible in
the perivascular space are derived from.

NACZYNIA WLOSOWATE I ZAKONCZENIA NERWOWE
OKOLONACZYNIOWE NARZADU PODSKLEPIENIOWEGO

Streszczenie

W narzadzie podsklepieniowym szczura i kota zbadano w mikroskopie elektro-
nowym naczynia terminalne oraz zakonczenia nerwowe okolonaczyniowe. Stwier-
dzono, ze w przestrzeni okolonaczyniowej istniejg liczne wypustki z ziarnisto$ciami
neurosekrecyjnymi oraz pojedyncze zakonczenia nerwowe z pecherzykami synap-
tycznymi. Obecno$é¢ tych ostatnich moze sugerowaé¢ relacje czynno$ciowg miedzy
zakonczeniem nerwowym a S$ciang naczynia terminalnego w narzgdzie podsklepie~
niowym szczura i kota.

KAIMUWJIAPHBIE COCY/Ibl U OKOJIOCOCYIUCTBIE HEPBHBIE
OKOHYAHUS MOJACBOJHOI'O OPIFAHA

Pe3ome

B 21€KTPOHHOW MHMKDOCKONMMM ObUIM MCCIC/IOBAHBI KOHUEBBIE COCYIbl M OKOJIOCOCYAUCTBIE
HEPBHLIE OKOHYAHHS TMOACBOIHOTO OPraHa KpuiChbl ¥ KomKkH. OKa3anoch, 4TO B OKOJIOCOCYAHCTOM
NPOCTPAHCTBE CYLIECTBYIOT MHOTOYUCIEHHbIE OTPOCTKH C HEBPOCEKPELUMOHHBIMH T'PaHyIaMU
M OT/IE/IbHBIE HEPBHBIE OKOHYAHUS C CHHATITHYECKUMM My3bIpKamu. TTpUCYTCTBHE 3THX MOCJIETHUX
MOXeT BHyIIaTh (QYHKUMOHAJbHYIO CBSi3b MSXKIY HEPBHBIM OKOHYAHHMEM a CTEHKOW TEPMHHAb-
HOrO KOHLEBOrO COCyJa B MOJACBOJHOM OpraHe KpbICbl M KOLUKH.
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RELATION OF MENINGIOMAS
TO THEIR NEAREST ENVIRONMENT AND
ITS SIGNIFICANCE FOR RECURRENCE OF THE TUMOR

Medical Research Centre, Polish Academy of Sciences, Warszawa

From the surgical point of view it is very important to know the
relation of the tumor surface to its nearest environment. Most menin-
giomas are well circumscribed tumors, respecting the anatomical borders
of the brain, but it is not at all unusual, even for meningiomas without
morphological signs of malignancy, to grow into and through the dura
mater, partially or completely fill a venous sinus of the dura, infiltrate
the overlying bone, the temporal muscle and seldom even the aponevro-
tic galea. Sometimes we meet with a tumor which after having brocken
the pia mater infiltrates the brain in the form of microscopic clusters
of neoplastic cells (Fig. la,b). According to Simpson’s estimation (1957),
infiltration of brain takes place in 3.7% of cases. The relationship bet-
ween meningioma and the overlying dura may vary from simple con-
tiguity strengthned by the vessels coming from the dura and penetrating
the tumor, to deep infiltration of the dura (Fig. 2). The relation of the
tumor to the pia mater results from the fact that most meningiomas are
situated between the dura mater and the arachnoidea, that is subarach-
nodally, giving in consequence immediate contact of the surface of the
tumor with the pia mater. From case to case this surface relation differs
in many respects. In some cases a thin mesenchymal layer of the pia
mater is the only structure separating the surface of the brain from the
tumor (Fig. 3a,b). In other cases there exists between the tumor and the
brain a mesenchymal lamellar structure of different thickness (Figs 4—38).
The pia mater incorporated in this structure has lost appearance of a se-
parate unit. It is only the pia mater or the pia-arachnoidea which can
be responsible for the origin of this structure composed of reticulin,
collagenised fibers, blood vessels and occasionally infiltrated with plasma
cells and lymphocyte (Fig. 9). Owing to the increased tissue pressure
in the vicinity of the tumor some degree of ischemia takes place, sti-
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Fig. la. Microscopic clusters of neoplastic cells infiltrating the brain B. T — tumor.
H—E. X 200. Fig. 1b. Microscopic clusters of neoplastic cells invaginated into the
brain (infiltration?) T — tumor, B — brain. H—E. X 400

Ryc. la. Mikroskopowe gniazda komorek nowotworowych naciekajace mozg (B).
T — guz. H—E. Pow. 200 X. Ryc. 1b. Domozgowe wglobienie komoérek nowotwo-
rowych (infiltracja?). B — mozg, T — guz. H—E. Pow. 400 X

mulating proliferation of the connective tissue. In some places firm
connections of the lamellar structure with the tumor form bridges, which
eneble penetration of the blood vessels from the pia to the tumor
(Fig. 10). In this way the tumor provided with blood mainly through the
system of the external carotid artery receives a supplementary blood
supply from branches of the internal carotid artery. In some places the
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Fig. 2. Attachement of the tumor. Infiltration of the dura. H—E. X 100
Ryc. 2. Przyczep guza, naciek opony twardej. H—E. Pow. 100 X

.

Fig. 3. The tumor (T) is separated from the brain (B) by the pia mater only.
Fig. 3a. H—E. X 200. Fig. 3b. Perdrau. X 200
Rye. 3. Tylko opona miekka odgradza guza (T) od moézgu (B). Ryc. 3a. H—E. Pow.
200 X. Ryc. 3b. Impregnacja met. Perdraua. Pow. 200 X
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Fig. 4. Mesenchymal lamellar structure between the tumor (T) and the brain (B).
Perdrau. X 200

Ryc, 4. Przegroda lgcznotkankowa pomiedzy guzem (T) a mozgiem (B). Perdrau.

Pow. 200 X
Fig. 5. Mesenchymal structure separating the brain (B) from the tumor (T). Per-
drau. X 200
Ryc. 5. Przegroda lgcznotkankowa odgradza mozg (B) od guza (T) Perdrau. Pow.
200 X

surface of the tumor is so tightly connected with the above described
lamellar structure that during removal of the tumor microscopical parti-
cles of the brain may be torn away and can be found on the surface
of the removed tumor (Figs 4—38). It is easy to imagine that also tumor
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Fig. 6. Mesenchymal structure separating the brain (B) from tumor (T) is infiltra-
ted with Iymphatic cells. H—E. X 200

Ryc. 6. Drobnokomoérkowy naciek przegrody lacznotkankowej oddzielajacej guz (T)
od mézgu (B). H—E. Pow. 200 X

Fig. 7. Broad structure separating the brain (B) from the tumor (T) infiltrated
profusely with small cells. H—E. X 200

Ryc. 7. Szerokie pasmo lgcznotkankowe pomiedzy guzem (T) a moézgiem (B) obficie
nacieczone drobnymi komoérkami. H—E. Pow. 200 X

particles can be detached from the tumor mass and remain in connection
with the brain representing a potential source of recurrence. The me-
senchymal structure separating the brain from the tumor is usually
regarded as the capsule of the tumor and the tumor itself is considered
to be encapsulated. In connection with the problem of encapsulation the
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Fig. 8. Broad brain-tumor gate abounding in blood vessels and infiltrated with
small cells. T — tumor, B — brain. H—E. X 200

Ryc. 8. Szeroka przegroda miedzy guzem (T) a moézgiem (B) zawiera liczne naczy-
nia i naciek drobnokomoérkowy. H—E. Pow. 200 X

Fig. 9. Infiltration of the brain-tumor gate with lymphoid and plasma cells. H—E.
X 600

Ryc. 9. Przegroda miedzy guzem a moézgiem nacieczona komoérkami limfatycznymi
i plazmatycznymi. H—E. Pow. 600 X

question of origin and biological significance of this “capsule” arises. Is

it the product of the tumor itself or does it represent a defense reaction

of the brain against the tumor? In the literature of the subject I was

able to find two orinions concerning this question. Zilch (1967) deals

with the questicn in the following statment: “Die Meningiomen haben
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Fig. 10. Blood vessels coming from the pia mater penetrate the tumor (T). B —
brain. Perdrau. X 200

Ryc. 10. Naczynia krwiono$ne z opony migkkiej wnikajg do nowotworu (T). B —
moézg. H—E. Pow. 200 X

Fig. 11. Capsule of meningioma, which after all probability had developed between

the external and internal lamina of the dura. Perdrau. X 200

Ryc. 11. Torebka oponiaka, ktoéry prawdopodobnie rozwingt sie pomiedzy zewnetrz-
ng i wewnetrzng blaszkg opony twardej. Perdrau. Pow. 200 X

ein verdriangendes Wachstum gegen neuroektodermale Gewebe. Das ver-
driangende Wachstum ist auf die Bildung einer mehr oder minder dicken
Kapsel zuriickzufuhren. Sie ist verschieden dick, kann in der Dicke und
Bau der Dura dhneln wihrend sie bei gelapten Tumoren nicht viel mehr
als die Dicke der Pia-arachnoidea zeigt und oft von dieser nicht zu unter-
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scheiden ist”. (Meningiomas are tumors growing expansively against
neuroectodermal structures. It is the formation of a capsule of various
thickness which is responsible for the expansive growth. The capsule is
of various thickness and is similar to the dura mater. The thickness of
the capsule of lobulated tumors can be more or less like that of the
pia-arachnoidea and very often cannot be distinguished from it) — not-
hing about the origin and biological significance of this structure. Noet-
zel (1951) distinguishes tumors which had developed intradurally, that
is between the internal and external lamina of the dura. This rare kind
of tumor is actually encapsulated and its surface is completely smooth
(Fig. 11). In the second group of tumors presented by Notzel (1951) this
kind of capsule is absent. “Die weichen H#ute sind hierbei mehr oder
minder stark ausgepridgt in die Randzone des Tumors einbezogen” (Pia-
-arachnoidea is in these cases more or less strongly developed and in-
corporated in the superficial part of the tumor). Both quoted authors do
not touch the problem of origin and biological significance of the mesen-
chymal structure separating the tumor from the brain. I am inclined to
regard this structure as the result of a defense reaction provided by
proliferation of mesenchymal tissue of the pia mater or pia-arachnoidea.
As all defense reactions of the body this reaction is also variable in
intensity, this being reflected in a different thickness of the mesenchy-
mal structure separating the tumor from the brain. The occasionally
observed infiltration of this brain-tumor gate by plasma and lymphoidal
cells is in favor of regarding the capsule as part of the defense reaction
and expression of the tumor-host relation (Fig. 9).

What is the clinical significance of morphological features presented
here? The mesenchymal septum separating the tumor from the brain
forms an anatomical junction between both structures. It was already
mentioned that in some places the junction is so tight, that during the
removal of the tumor it happens that brain particles are torn away and
can be discovered on the surface of the removed tumor. It is possible
that in a similar way tumor particles may remain in the bed of the
tumor and become a potential source of recurrence. This is made easier
by the roughness, numerous fissures and grooves present on the sur-
face of the tumor. Small tumor remnants in the attachement or in the
bed of the tumor after s.c. radical operation represent a microscopical
collection of neoplastic cells unrecognisable with the unaided eye. The
fate of these cells depends very much on their number and quality.
Indispensable for regrowth of the tumor is the presence of cyclic cells
capable of dividing and local conditions favourable for their prolifera-
tion (blood supply). There is also a general conjucture on the importance
of the defense reaction against tumors, which can be responsible for the
fate of these cells. The antigenicity of brain tumors is weak and can be
effective against a small number of cells only. Because of insufficiency
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of the immune response to destroy a greater tumor mass, the first step
in the treatment of the tumor should be diminution of the number of
neoplastic cells as much as possible. If the tumor infiltrates the nervous:
tissue like all gliomas do, this can be achieved by extensive resection
of the infiltrated tissue. In these cases eventual remnants of neoplastic
cells remain in the tissue of the involved organ. The situation is diffe-
rent with paracerebral tumors, presenting expansive growth. In these
cases even, if in the operators opinion, the tumor was completely remo-
ved, we ought to take into consideration the possibility of existence of
microscopical remnants of neoplastic cells in the attachement or in the
bed of the tumor. These cells can be killed by immunological forces or
can be lost because of local unfavourable life conditions (blood supply).
In these cases recurrence does not occur. If the immune reaction is in-
sufficient for killing the microscopical cell clusters, the cells have the
ability of dividing and the local conditions are favourable for their de-
velopment, the possibility of recurrence is very high. Keeping this in
mind it could be logical for safety reasons to stimulate the immune re-
sponse in all cases in which, according to clinical experiences and fol-
low-up studies, recurrence can be expected even if the surgeon expres-
ses the opinion that the tumor has been completely removed. Stimulation
of immunity can be done with BCG or other means recommended by
oncology, without doing any harm to the patient, but with the prospect
of preventing recurrence of the tumor.

STOSUNEK OPONIAKOW DO NAJBLIZSZEGO OTOCZENIA
ORAZ JEGO ZNACZENIE DLA POWSTAWANIA ODROSTOW GUZA

Streszczenie

Wigkszoé¢ oponiakéw, rozwijajac sie podpajeczynéwkowo na duzej przestrzeni,.
styka sie z opong naczyniowg. Powierzchnia guza bywa odgraniczona od moézgu
cienkg blaszkg opony naczyniowej lub wielowarstwowg blong skladajgcy sie z wio-
kien retikulinowych, skolagenizowanych oraz z naczyn. Blona ta tworzy zespolenie
powierzehni guza z powierzchnig moézgu, a wnikajgce z niej naczynia krwionoéne
do guza dostarczajg mu dodatkowego ukrwienia z tetnicy szyjnej wewnetrznej.
Miejscami silne zespolenie guza z blong odgraniczajgcg go od mozgu sprawia, ze
w czasie usuwania guza mikroskopowe czastki guza odrywajg sie i mogg byé od-
nalezione na powierzchni usunietego guza. Jest mozliwe, ze w podobny spos6b
moga sie odrywa¢ mikroskopowe czastki guza i pozostajac w 1gcznos$ci z mozgiem
stajg sie przyczyng nawrotu. Mikroskopowych rozmiaréw pozostalo$ci doszczetnie
usunietego guza w $cianie zatoki zylnej, w lozysku guza, w przyczapie lub w tkan-
ce narzgdu dajg poczatek nawrotowi, jesli wsréd pozostalych komoérek jest dosta-
teczna liczba komorek zdolnych do rozplemu, je§li warunki miejscowe (ukrwienie)
sg dla rozplemu dostateczne i jezeli odporno$¢ przeciwnowotworowa jest staba.
Majac to na uwadze proponuje sig, aby tzw. doszczetne usuniecie guza uzupelnié
wzmacnianiem odpornosci za pomoca BCG lub innych $rodkéw zalecanych przez
onkologie celem zniszczenia mikroskopowych gniazd komoérek nowotworowych,
ktore umknely dzialalnosci operatora.
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OTHOLWEHWE MEHWUHIMOM K BJIMDKAMIIEN CPEJE
U EIr'0 3HAYEHME B BO3HMKHOBEHMHU PELIMIVIBA OITYXOJIU

Pe3ome

BOJBIIMHCTBO MEHHHTHOM, PA3BHBAACH B NOANAYTHHHOM MPOCTPAHCTBE, HA OONBLION MOBEPX-
HOCTH KOHTaKTHPYETCS C COCYaucTOM 0005104x0it. [TOBSPXHOCTH OIYXOJIM OTA2jIeHa OT MOo3ra
TOHKHM CJIOEM COCYIHMCTOHX OOOJIOYKHM WJIM MHOTOCIONHOW IUICHKOM, COCTABICHHOW H3 PETHKY-
JIMHOBBIX M KOJUTATEHOBBIX BOJIOKOH, a TakKXke COCYHOB. DTa IUIEHKA COEOUHSAET IMOBEPXHOCTH OIy-
XOJIM € TOBEPXHOCTHIO MO3ra, a 0;1arogaps e€ KpPOBEHOCHBIM COCYaM IEHETPHUPYIOLUIMM B OIMy-
XOJIlb, ONYXOJIb MOJTy4aeT J0OaBOYHOE KPOBOCHAOKEHHE W3 CHCTEMbl BHYTPEHHEH COHHOM apTEpHH.
B HEKOTOPBIX MeCTax KPEnKkoe COeJUHEHHE OIYXOJIH C IUICHKOM OTAeNstoLe e€ OT Mo3ra, NpHYu-
HSETCSl K TOMY, YTO BO BpeMsl yJaJI€HUsl OIyXOJIM, MUKPOCKONHYECKHE YaCTH ONMYXOJId OTPbLIBAIOTCS.
MOXHO MX HAiiTH HA TOBEPXHOCTH YAAJNEHHOM OmyXoiu. Bo3mMoxHO, ¥TO momobHbiM oGpazom
MOTYT OTOPBATHLCS MHKPOCKONMHYECKHE 4YaCTH MEHUHTHOMBI, KOTOpPBIE, COEJIUHEHHBbIE C MO3ILOM,
SIBJISIFOTCS MIPHYMHON PELHIMBA ONYX0JM. MAKPOCKONMYECKHAE OCTATKH YAANEHHOI ONyXOIH B CTEH-
XK€ BEHO3HOTO CHHYCa, B JIOXKE ONYXOJH, B IPUKPEIUICHWH MJIA B TKaHM OpraHa sBJISFOTCS UCTOY-
HHKOM DEeLMIUBA, €C/IM CPedu OCTABIUMUXCS KJIETOK JOCTATOYHOE KOJMYECTBO CHOCOOHBIX K pa3s-
MHOXCHHIO KJIETOK, €CJIH MECTHbIE YCJIOBUS (KpOBOCHaOXeHHE) I Pa3sMHOXEHHUsS] NOCTATOYHbIE
M €C/IM MUMMYHHUTET IPOTUB OMyX0Ju cnabbrit. [IpuHUMast 3TO BO BHHMAHUE, PEKOMEHYETCs, YTOObI
IOCJIe PAaJMKAIbHOTO YAAleHHs ONYXOJH YKPEIUITh MMMYHHTET npu ynorpebaenun BCG miu
JAPYTuX CPeICTB YKa3aHHBIX OHKOJOTHEH, YTOOBI pa3pylInTh MHKPOCKOIUYECKHE TPYNIBLI KJIETOK,
KOTOpble He ObLIM NMOABEPTHYTHI AEHCTBHIO ONEpaTopa.
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VASCULAR ABNORMALITIES IN THE CENTRAL FORM OF
NEUROFIBROMATOSIS

1 Medical Research Center Polish Academy of Sciences, Warszawa, ? II Neurolo-
gical Clinic, School of Medicine, Warszawa

Neurofibromatosis (NF) von Recklinghausen’s disease is a disorder
involving ‘the central and peripheral nervous system in a wide variety
of ways. Neuropathological manifestations of the disease generally result
from proliferative changes of neural supporting structures representing
neoplasia, hyperplasia and dysplasia. In most cases in the nervous system
there were tumors like acoustic schwannoma, meningioma and optic
glioma as well as hamartomatous lesions and developmental anomalies
(Rubinstein et al. 1981).

In the broad spectrum of pathological changes described in NF, vas-
cular lesions have been also included. However, the involvement of sy-
stemic vasculature has been well documented (Reubi 1945; Feyrter 1949;
Salyer, Salyer 1974), vascular abnormalities in the nervous system were
sporadically described (Gluszcz 1956; Pearce 1967; Tomsick et al. 1976).

The presented case of NF showed widespread structural alterations
of the blood vessels which predominated in the neuropathological picture
reflecting the clinical course of the disease.

CASE REPORT

A T2-year-old man was admitted to the Neurological Clinic (Head:
prof. H. Jedrzejowska) because of slowly progressing weakness of the
lower extremities and urinary dysfunction. First symptoms of the dise-
ase appeared about one year before hospitalization. He had no other
noticeable disease except transient hyperglycemia regulated by oral
drugs, and chronic bronchitis. The family history was negative.

On general examination multiple, small, sometimes fused hyperpig-
mented nodules and café-au-lait spots on the skin of the trunk and all
-extremities were found.
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Neurological examination revealed spastic paresis of the lower ex-
tremities. The upper extremities, cranial nerves and all types of sensa-
tion were intact. Blood pressure was normal, routine laboratory tests
showed no abnormalities. Cerebro-spinal fluid (CSF) revealed protein
content elevated to 85 mg%e without cytosis. X-ray examination of the
vertebral column showed advanced spondyloarthrosis and spina bifida
of Sy.

The clinical picture and CSF examination suggested a tumor in the
spinal cord of the patient suffering from von Recklinghausen’s disease,
although myelography did not reveal any pathological structure.

One year later transient motor aphasia, retention of urine and severe
progress of disorders in the neurological state appeared. The right lower
extremity became plegic and left deeply paretic. Right knee jerk, both
ankle and right plantar reflexes were absent. Touch, pain and position
sensation were diminished in the right foot. CSF examination revealed
93 mg®o of protein, cytosis 5. EEG showed moderate generalized abnor-
malities, slightly accentuated in the left hemisphere. During the next
5 months severe cardiac insufficiency and massive swelling of the lower
extremities developed. Neurological examination disclosed paraplegy of
the lower extremities, loss of abdominal reflexes, absence of both ankle
and plantar reflexes and decrease of all types of sensation below the
umbilical level. In the CSF there was 121 mg% of protein and cytosis 2.

In the final period of the disease pneumonia and deep bedsores ap-
peared. The patient died 3 years from the onset of the disease, clinically
diagnosed as paraplegy in the course of Recklinghausen’s disease.

General autopsy revealed generalized, advanced arteriosclerosis and
typical changes of neurofibromatosis.

NEUROPATHOLOGICAL EXAMINATION

The brain weight after formalin fixation was 1410 g. The meninges
were unchanged except for focal thickenings. There were advanced at-
heromatic changes of the arteries of the base of the brain.

Coronal sections of the brain were commonplace. Examination of
the spinal cord revealed conglomerates of thin, tortuous vessels situated
in the subarachnoid space of the thoracic level. On transversal sections
mid-thoracic segments exhibited obliteration of the normal architecture
and tissue softening.

Paraffin sections of the frontal, temporal, and parietal cortex, basal
ganglia, midbrain, pons, medulla, cerebellum and from the cervical, tho-
racic and lumbar regions of the spinal cord were stained with hemato-
xylin and eosin (H-E), cresyl violet and by the van Gieson, PAS, Holzer
and Kluver-Barrera methods.

Microscopical findings. The leptomeninges showed in some areas pro-
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minent, multilayer structure of proliferating collagen fibres and fibro-
blasts (Fig. 1). All the meningeal vessels were patent, although some of
them exhibited distinct fibrosis and intensive proliferation of spindle
cells throughout the vessel wall (Fig. 2).

Slide examination of the brain hemisphere, cerebellum, and brain
stem did not reveal any major pathological changes. Some of the vessels
showed hyalinization or proliferation of the endothelium occluding their
lumen. Perivascular spaces were often enlarged containing single gliai
or mononuclear cells. Around the vessels and in the adjacent tissue nu-
merous amylacea bodies and fibrillar gliosis were seen.

Fig. 1. Focal overgrowth of fibres and fibroblasts in the leptomeninges of the
cerebral hemisphere. H—E. X 60

Ryc. 1. Ogniskowy rozplem wildkien lgcznotkankowych oraz fibroblastéw w oponach
miegkkich sklepisto$ci mézgu. H—E. Pow. 60 X

Fiog. 2. Proliferation of spindle cells and fibroblasts in the wall of a large, menin-
gel artery of the spinal cord. H—E. X 100
Ryc. 2. Rozplem wrzecionowatych komoérek oraz fibroblastow w $cianie duzej tetni-
cy opony rdzenia kregowego. H—E. Pow. 100 X

The most intensive and generalized pathological changes were found
in the grey and white matter of the spinal cord. At the cervical level
symmetrical spongy degeneration of the dorsal columns was prominent
(Fig. 3). In this area all small vessels showed fibrotic wall thickening.
They stained intensively in the van Gieson and PAS methods. The neu-
rons, especially in the anterior horns, exhibited pronounced degenerative
changes and reduction in number. Especially severe and widespread de-
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Fig. 3. Intensive spongy degeneration of the Goll fascicle at the cervical level of
the spinal cord. H—E. X 60

Ryc. 3. Zmiany zwyrodnieniowe peczka Golla na poziomie szyjnym rdzenia krego-
wego. H—E. Pow. 60 X

Fig. 4. Severe degeneration of the anterior horn of the spinal cord at the thoracic
level with cell destruction, gliosis and spongy degeneration of the tissue. Hyaliniza-
tion of the small vessels. H—E. X 60

Ryc. 4. Zmiany zwyrodnieniowe rogéw przednich rdzenia kregowego w odcinku
piersiowym z uszkodzeniem neurocytow, glejozg oraz zggbczeniem tkanki. Szkliwie-
nie drobnych naczyn krwionoénych. H—E. Pow. 60 X

struction of the tissue was found at the thoracic level of the spinal cord.
There was heavy loss of neurons or some left cells showed fatty degene-
ration, tigrolysis, acidophilic properties and shrinkage of their cytoplasm.
Among the neurons, cells debris and glial cells were present (Fig. 4).
Vessels of small and larger size showed advanced fibrosis and hyaliniza-
tion (Fig. 5). Sometimes there was significant narrowing of the vessel
lumen (Fig. 6). Around small and some larger vessels there were wide
perivascular spaces with slight mononuclear perivascular infiltrations.
Occasionally, there were minute foci of tissue necrosis with numerous
histocytes, epithelioid cells and fibroblasts. These cells were accumulated
around the vessels or they penetrated the surrounding tissue. Someti-
mes the vessels together with abundant epithelioid cells and collagen
fibres formed a nodule-like structure (Fig. 7).

In the lateral column of the mid-thoracic segments of the spinal cord
and adjacent subarachnoid space a vascular malformation was found.
It consisted of numerous small and larger vessels, both arteries and veins.
Most of the vessels, especially small arteries, showed distinct hyaliniza-
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Fig. 5. Prominent collagen overbuild of the small and large vessels of the spinal
cord. Van Gieson. X 200
Ryc. 5. Rozplem wlokien kolagenowych w $cianie drobnych i duzych naczyn krwio-
nosnych rdzenia kregowego. Van Gieson. Pow. 200 X
Fig. 6. Small vessel of the spinal cord with prominent thickening of the wall and
obliteration of the lumen. PAS. X 200
Ryc. 6. Drobne naczynia krwionosne rdzenia kregowego z wybitnie pogrubialg
§ciang naczyniowg oraz zacis$nietym $wietle. PAS. X 200
Fig. 7. Accumulation of small and larger vessels surrounded by infiltrates in the
spinal cord at the thoracic level. H—E. X 400
Ryc. 7. Zgrupowanie drobnych i wiekszych naczyn krwiono$nych otoczonych przcz
naciek w segmentach piersiowych rdzenia kregowego. H—E. Pow. 400 X
Fig. 8. Arterio-venous malformation in the thoracic segments of the spinal cord.
‘' H—E. X 100
Ryc. 8. Malformacja tetniczo-iylrﬁa _}\Ev entach gi'o_atrsri%wych rdzenia kregowego.
J-M
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Fig. 9. Fragment of white matter of the spinal cord at the thoracic level with
spongy degeneration of the tissue, vascular changes and nodule formation. H—E.
X 60. a, b, c. Higher magnification of Fig. 9 fragments. H—E. X 400. a. interstitial
accumulation of cells with slightly oval or elongated nuclei; b. nodule composed
of cells with oval, elongated or round nuclei; c. outgrowth of similar cells from the
vessel wall
Ryc. 9. Fragment istoty blaleJ rdzenia kregowego w odcinku piersiowym ze zgab-
czeniem tkanki, zmianami  naczyniowymi oraz tworzeniem guzka. H—E. Pow.
60 . @a, ' b.c Wieksze powiekszenie fragmentow z ryciny 9. H—E. Pow. 400 X.
a. $rédtkankowe skupienie komorek z owalnymi lub nieco wydluzonymi jadrami;.
b. guzek utworzony przez komoérki o owalnych, wydluionych lub oquglych jadrach;
. komork1 o podobnych cechach widoczne przy Scianie naczynia krw1ono$nego
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tion, fibrotic thickening of the wall and closed lumen. Between the ve-
ssels collagen bundles were densely packed (Fig. 8).

In the next thoracic segments small, isolated and sharply outlined,
more or less developed, single nodules were seen. They were composed
of single mononuclear cells, numerous fibroblasts, epithelioid and no-
nidentified cells, often elongated in shape, containing scanty cytoplasm
and a dark, hyperchromatic nucleus (Fig. 9a—c). In some areas direct
outgrowth of these cells from the vessel wall could be traced.

Lumbar segments of the spinal cord were not affected. Only mo-
derate hyalinization of the vessels was visible. The spinal ganglia sho-
wed no abnormalities. Spinal nerve roots presented a slight pallor of the
myelin sheaths.

For microscopical examination the thyroid gland was taken as an
example of internal organs. Intimal fibrosis was advanced, so was focal
destruction of the internal elastic lamina and thickening of the media
in the vessels of the thyroid stroma. In the other arteries proliferation of
endothelium was found.

DISCUSSION

Our case presented a peculiar picture of NF, different in many as-
pects from the other cases described, even from those of the central
form. Typical skin changes allowed for case diagnosis as NF. The neuro-
logical picture of the disease pointed to focal damage of the spinal cord
as a complication of NF, largely reflected in vascular and tissue changes
as it was visualized in the neuropathological examination. The reason
why these changes were only confined to the spinal cord remained un-
clear.

The clinical course of the disease resulted from the damaged per-
meability of the vessels as well as from local anoxic changes induced by
arterio-venous malformation. Although, both fibrosis and hyalinization
may have also resulted from aging and arteriosclerosis of the 72-year-
-old patient, the intensity of vascular changes, collagen overproduction,
lack of these changes in the brain hemispheres and hamartomatous le-
sion exceeded by far the criteria of aging and arteriosclerosis (Jellin-
ger 1967).

Structural changes of the blood vessels in the organs belong to the
picture of NF and, even in some cases their enhancement allowed to dis-
tinguish a vascular form of NF (Reubi 1945; Feyrter 1949; Salyer, Salyer
1974). In the CNS vascular abnormalities are rarely described. In the
three cases aneurysm and arterial wall defect (Pearce 1967) or intracra-
nial arteries occlusive diseases (Tomsick et al. 1976) were noted. In NF,
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in the spinal cord, vascular changes were not documented except for
the Gluszcz case (1965) describing them as coresponding to the Reubi
description. Although they were observed together with CNS tumors,
he concluded that vascular changes expressed collagen disease not neces-
sarily connected with malignancy.

All the above described changes of the vessels were clearly visible
in our case in the abhsence of a CNS tumor. Thus, postulated by Mikuz
et al. (1975) a theory of a dysplasia of small vessels, not related to neural
malignancy agreed with our neuropathological picture permitting to
ascertain vessel changes as a primary alteration induced by an unknown
factor(s).

Besides the vascular changes, interstitial nodules formed by prolifera-
ting mesodermal cells were seen. The composition of the nodules, the
following steps of their evolution and their derivation from the vessel’s
walls presented the mesodermal tissue response to a damaging factor.
In NF disease metastases of skin nodules to the CNS have not been
documented, but the tumors of non-neural crest origin were found in
other organs (Hope, Mulvihill 1981). It seems that in our case, the chan-
ges observed in the spinal cord, both concerning the vessels and cell pro-
liferation just manifested mesodermal dysplasia, suggesting a genetic
defect of the cell of non-neural crest origin. This could agree with the
implicated general defect of fibroblasts which has been observed in
tissue culture as enhanced cells transformation after oncogenic virus
(Bidot-TL.opez, Frankel 1983).

In our case the coexistence of vascular malformation with NF may
additionally suggest a possibility of NF relation to phakomatoses like
Sturge-Weber disease or Cobb’s syndrome (Russel, Rubinstein 1977).
Those facts implicate NF as a dysontogenetic, genetically inherited defect
of the mesodermal tissue.

ZMIANY NACZYNIOWE W OSRODKOWYM UKELADZIE NERWOWYM
W NERWIAKOWEOKNIAKOWATOSCI

Streszczenie

Opisano przypadek T72-letniego chorego z powoli postepujgcym niedowladem
konezyn dolnych w przebiegu nerwiakowlékniakowatosci. Badanie neuropatologicz-
ne wykazalo nasilone uszkodzenia istoty bialej i szarej rdzenia kregowego w od-
cinku piersiowym oraz znaczne zmiany strukturalne naczyn krwiono$nych rdzenia
kregowego. Stwierdzono ponadto w odcinku piersiowym rdzenia kregowego malfor-
macje tetniczo-zylng oraz pojedyncze drobne guzki zlozone z komoérek pochodzenia
mezenchymalnego. Przedyskutowano patogeneze zmian naczyniowych, bedacych
przypuszczalnie wynikiem dysplazji o charakterze dysontogenetycznym.
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COCYIUCTBIE UBSMEHEHUS B LIEHTPAJIbHOM HEPBHOM CUCTEME
B HEBPODUBPOMATO3E

Pe3ome

Onucau cnyvaii 72-netiero 60sbHOTO ¢ HeBpPOoGHOPOMATO30M, Y KOTOPOrO MEINEHHO Mpo-

TPECCUpPOBaJl Mape3 HUKHUX KOoHeuHocTed. [TaToMopdosorHYeckoe MCCIenOBaHHE OOHADYKHIO
BBIDA3UTE/IbHOE MOBPEXAEHHE Oeoro M CEeporo BELIECTBA TPYAHOrO OTHENa CIUHHOTO MO3ra
W 3HAYHTENIbHbIE CTPYKTYpPHbIE M3MEHEHHs KPOBEHOCHBIX COCYZOB CIMHHOTO Mo3ra. B ero rpyu-
HOM OTJiefie aBTOPbI OOHAPYXHIIM Takke MaabGopMaLUIO aPTEPHO-BSHO3HYIO U HEMHOTOYHMCIICH-
HbI€ MEJIKHE Y3€JIKHM, COCTABICHHBIE W3 KIETOK ME3eHXHMAJbHOrO TPOMCXOkAeHUs. TIpOauCKyTH-
POBaH NATOrEHE3 COCYJUCTHIX W3MEHEHWH SIBIISAIOLIMXCS, BEPOSATHO, PE3YJbTATOM IUCTIIA3HH CBS-
3AHHON ¢ eEeKTOM B pa3BUTHU.

[$,]
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11.

12.
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WPLYW PODWYZSZONEJ TEMPERATURY OTOCZENIA
NA PODSTAWOWE PARAMETRY OBWODOWEJ KRWI TETNICZEJ
ORAZ PEROKSYDACJE LIPIDOW KORY MOZGU U KROLIKA *

1 Zaklad Neurochemii i 2 Zaklad Neuropatologii, Centrum Medycyny Do$wiadczal-
nej i Klinicznej PAN, Warszawa

Mé6zg wykazuje duzg wrazliwo$¢ na przegrzanie, przejawiajacg sie
w przypadku udaru cieplnego zaburzeniami orientacji, drgawkami
i Spigczka oraz nieodwracalnym uszkodzeniem neurondéw (Gwoézdz i wsp.
1978; Siesjo 1978; Millan i wsp. 1979; Dydyk, Pluta 1984). Nasze poprzed-
nie badania nie wykazaly jednak istotnych zaburzen czynnosciowych
w izolowanych zakonczeniach synaptycznych moézgu kroélikéw poddanych
3 godz. przegrzaniu w temperaturze 40—41°C (Lazarewicz i wsp. 1986).
Wykazano tylko wzmozone pobieranie wapnia w synaptosomach przy
obnizonym nagromadzeniu tego kationu w mitochondriach i mikroso-
mach moézgu (Lazarewicz, Gordon-Majszak 1986). W badaniach wplywu
przegrzania na metabolizm lipidow mozgu wykazano natomiast pobu-
dzenie przemian gangliozydéw, wzrost poziomu wolnych kwaséw ttusz-
czowych, a takze zaburzenia wolnorodnikowego utleniania lipidéw: obni-
zenie zawarto$ci koncowych produktéw peroksydacji oraz spadek pozio-
mu lipofilnych antyoksydantéw (Domanska-Janik i wsp. 1986). Obnizenie
poziomu produktéw peroksydacji wykazano takze we frakcji synaptoso-
mow izolowanych po hipertermii (Lazarewicz, Gordon-Majszak 1986).

Mechanizm zaburzenia peroksydacji w moézgu podczas hipertermii
nie jest znany, a wyjasnienie jego istoty wydaje sie celowe ze wzgledu na
mozliwo$¢ udzialu proceséw wolnorodnikowych w patogenezie uszko-
dzen osrodkowego ukladu nerwowego (Demopoulos 1973; Majewska
1 wsp. 1978). Rozpatrujac modyfikacje proceséw peroksydacji w osrodko-
wym ukladzie nerwowym, nalezy uwzgledni¢ zaré6wno mechanizmy tkan-
kowe, jak i ogélnoustrojowg odpowiedz na przegrzanie organizmu. Obni-
zenie stezen niektérych produktéw peroksydacji moze wynikaé ze zmniej-

* Praca finansowana przez PAN w ramach tematu T-7.
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szonej podatnosci tkanek na wolnorodnikowe utlenianie, cho¢ moze za-
chodzi¢ takze przy pobudzeniu peroksydacji ze wzmozonym usuwaniem
lub rozkladem jej koncowych produktéw. Na te procesy z kolei moze
mie¢ wplyw wiele czynnikéw miejscowych i ogélnoustrojowych, takich
jak: poziom antyoksydantéw, szybko$¢ przemian metabolicznych, pH,
przeplyw moézgowy.

Praca zmierzala do wyjasnienia, w jakim stopniu zaburzenia réw-
nowagi kwasowo-zasadowej mogly wplyngé na wolnorodnikowe utlenia-
nie lipidow mézgu oraz czy w wyniku przegrzania zmienia sie podatnosé
tkanek osrodkowego ukladu nerwowego na peroksydacje. Przedmiotem
analizy byl wplyw hipertermii na réwnowage kwasowo-zasadowa u kro-
lika oraz aktywnos$é¢ proceséw wolnorodnikowych in wvitro przy roéznej
kwasowosci srodowiska. Jednoczeénie zbadano wplyw egzogennego ukia-
du indukujgcego wolnorodnikowe utlenianie na nagromadzanie produk-
tow peroksydacji w homogenatach moézgu krolikow poddanych hiper-
termii.

MATERIAL I METODY

Dos$wiadczenia przeprowadzono na 26 kroélikach, albinosach, obu plci,
o masie ciala 2,5—3,5 kg. Zwierzeta umieszczano na trzy godziny w ko-
morze termicznej o temperaturze powietrza 38—40°C i wilgotnosci
wzglednej wahajgcej sie od 60 do 45%n (Pluta 1984). Przed umieszczeniem
zwierzat w komorze termicznej, w narkozie eterowej cewnikowano przez
tetnice udowg w celu pobrania prébek krwi do badan gazometrycznych,
hematokrytu, hemoglobiny (Hb) i liczby erytrocytow.

Poziom pO,, pCO,, HCO™3;, O,CT, O,SAT i pH oznaczano w prébkach
krwi pobranych z tetnicy udowej po 1, 2 i 3 godzinach przebywania zwie-
rzat w warunkach hipertermii oraz 0,5 godz. po do$wiadczeniu. Oznacze-
nia wykonywano za pomocg aparatu 175 automatic pH/blood gas system
(CORNING). Obliczen catkowitego CO,/TCQO, dokonywano opierajac sie
na tablicach Siggaarda-Andersena (1964).

Hematokryt, Hb i liczbe erytrocytéw oznaczano w prébkach krwi bez-
posrednio po wyjeciu zwierzat z komory termicznej. W celu oceny hema-
tokrytu krew tetnicza pobierano do heparynizowanych kapilar i wirowa-
no w wiréwce mikrohematokrytowej (Janetzki TH 11). Hemoglobine
i liczbe erytrocytow w krwi tetniczej oceniano metodg opisang przez
Maja (1977).

Wszystkie doswiadczenia danej serii przenrowadzano w tej samej po-
rze dnia i roku, pojedynczo na zwierzgtach kontrolnych. Po zakonczeniu
doswiadczen u wszystkich krélikow przeprowadzono badanie sekcyjne.

Material do oznaczen in vitro pobierano natychmiast po zakonczeniu
3 godz. hipertermii lub od zwierzgt kontrolnych. Kroéliki u$miercano
przez zatrzymywanie akcji serca wstrzyknietym dozylrie 20%0 roztwerem
MgSO, i dosercowg perfuzjg 200 m! ochlodzonego roztworu Ringera.
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Pobierano mozgi i izolowano istote szarg pétkul, ktérg poddawano ho-
mogenizacji w 9 objetosciach 150 mM KCI. Niezhomogenizowane frag-
menty tkanek usuwano przez wirowanie w ciggu 3 min przy 1000 g.
Prébki homogenatu (0,2 mg biatka) inkubowano przez okres od 0 do
30 min (ryc. 1—3) w temperaturze 37°C w $rodowisku zawierajgcym
150 mM KCI, 100 mM bufor Tris-Cl, pH 7,5. W czesci doswiadczen mie-
szanina inkubacyjna zawierala ponadto 12 uM Fe(INH,4)(SO,), oraz 200 uM
kwas askorbinowy, dodane w celu indukowania peroksydacji, a bufor
Tris-Cl o pH 7,5 byt zastgpiony 100 mM buforami Tris-maleinowym
(pH 5,5), Tris-Cl (pH 6,5 i 8,5) lub buforem boranowym o pH 9,5.

Substancje reagujace z kwasem tiobarbiturowym w badanych proéb-
kach oznaczano metodg podang przez Kogure i wsp. (1982). Wyniki wy-
razano w wartosciach absorbcji odezytywanej przy 532 nm na spektro-
fotometrze Pay-Unicam SP-500.

Znamienno$¢ statystyczng uzyskanych wynikéw oceniano przy za-
stosowaniu testu t studenta.

WYNIKI

Zmiany hematokrytu, poziomu hemoglobiny i liczba erytrocytéow
w obwodowej krwi tetniczej

Wyniki przeprowadzonych badan zestawiono w tabeli 1. Hematokryt
u krolikow przed doswiadczeniem wynosit od 40,0 do 46,2°. Po trzech
godzinach przebywania zwierzagt w komorze termicznej obnizal sie on do

Tabela 1. Zmiany wybranych parametréw obwodowej krwi tetniczej pod wplywem wysokiej
temperatury otoczenia

Table 1. Changes of selected parameters in peripheral arterial blood under high ambient

temperature

Badane parametry Kontrola Po 3 godz. hipertermii

Values measured Control After 3 h hyperthermia
Hemoglobina
Hemoglobin 14,44+0,5 13,1+0,5*

2% (22) (22)
Hematokryt
Hematocrit 42,2+1,4 38,64-1,5*

% (22) 22)
Krwinki czerwone
Erythrocytes 44324142 40514-157*

x 103/ul (22) (22)

Wartosci §rednie+-SD. * p > 0,001

The means+SD
W nawiasach podano liczbe zwierzat
In parenthese number of animals is given
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35,5 do 40,9%. Po trzech godzinach przebywania zwierzat w tempera-
turze otoczenia 38—40°C, spadek hematokrytu wynosit od 1,9 do 5,7%,
przy sredniej warto$ci wynoszgcej 3,6 = 1,4%.

Poziom hemoglobiny u krélikéw przed umieszczeniem ich w komo-
rze termicznej miescit sie w zakresie 13,6—15,7g%. Po do$wiadczeniu
poziom Hb wynosil od 12,1 do 13,9¢g%. Spadek hemoglobiny po 3 godz.
hipertermii wynosit od 0,6 do 1,9g% ($rednio 1,2+0,5g%).

Liczba erytrocytow w krwi obwodowej u zwierzat przed umieszcze-
niem w komorze termicznej wahala sie od 4200 X 102 do 4851 X 10%/ul.
W trakcie do$wiadczenia obserwowano zmniejszenie sie liczby erytrocy-
tow o wartosci od 199 500 do 598 500, srednio o 380 864 * 142 325/ul. Po
doswiadezeniu liczba krwinek czerwonych byla w granicach od 3727 X
X 10% do 4294 X 103/ul.

Zmiany gazometryczne w obwodowej krwi tetniczej

Wyniki przeprowadzonych badan zestawiono w tabeli 2. Przed hi-
pertermig kontrolowano w krwi tetniczej pO,, pCO,, HCO;~, TCO,, O,CT,
O,SAT i pH. Prezno$é tlenu u swobodnych krélikow wahata sie od 73,9
do 84,6 mm Hg, natomiast pCO, od 30,9 do 37,6 mm Hg. Wartosci HCO;~
i TCO, byly zawarte odpowiednio w granicach od 18,7 do 25,7 mEq/l
oraz od 20,7 do 26,6 mMol/l. Zawartos¢ O, we krwi wynosita od 20,0 do

Tabela 2. Zmiany preznosci gazéw i pH w tetniczej krwi krolikow pod wplywem wysokiej
temperatury otoczenia

Table 2. Changes of arterial blood gases and pH in rabbits submitted to high ambient temperature

Badane Hipertermia 0,5 godz. po
parametry Kontrola rg-od; 2 godz. SRR godz. —  hipertermii

Values Control Hyperthermia 0,5 h aftef
measured 1h 2h 3h hyperthermia
pO, 78,6+5,1 76,3-+9,4 85,6--13,4 85,6-+8,0 83,0-4,3
(mm Hg) (n =38) (n=38) (n=8) (n = 6) (n = 4)
0,CT 20,2+-0,1 18,9+40,4* 18,3+0,6* 17,74+0,3* 16,64+-0,8*
ml/dl) (n=8) (n=328 (n=28) (n="6) (n=4)
O,SAT 94,84-1,2 93,4+1,7 93,5+3,1 94,0+-1,7 90,74-4,4*%
(%) (n = 8) (n=38) (n=28) (n = 6) (n=4)
pCO, 33,4427 38,543,9* 37,242,9* 32,84+-4,4 38,4479
(mm Hg) (1=18) (n'=:6) (n = 6) (n'=/6) (n=4)
HCO; 24,24+1,8 20,743,1* 18,64+-4,2* 18,24-3,5* 16,94-1,8*
(mEq/1) (ns="T) (n = 8) (n=8) (n = 6) (n=4)
TCO, 25,54-1,8 21,943,4* 19,9-+-4,6* 19,8+3,9* 18,44-2,1*
(mMol/1) (n=17) (n=28) (n = 38) (n:=.0) (n=4)
pH 7,459-0,073  7,389-40,022*  7,3794-0,063*  7,366--0,041*  7,276--0,044*

(n=28) (n=8) (n=8) (n = 6) (n=4)

Wartosci Srednie-SD. W nawiasach liczba zwierzat * p < 0,05.
The means--SD. Number of animals in parentheses
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20,3 ml/dl, a wysycenie hemoglobiny tlenem bylo od 95,1 do 96,7%.
Wartosci pH zawieraly sie w granicach od 7,345 do 7,520.

W czasie przebywania zwierzat w temperaturze otoczenia 38—40°C
stwierdzono niewielki wzrost preznosci tlenu w krwi tetniczej — do
85,6 mm Hg w 3 godzinie doswiadczenia. W 30 min po wyjeciu zwierzat
z komory termicznej pO, nieznacznie obnizalo sie. Preznos¢ CO, w 1
i 2 godz. doswiadczenia byla znamiennie podwyzszona, natomiast HCO;~
i TCO, obnizaly sie znamiennie od 1 godz. hipertermii. Przez caly czas
hipertermii stwierdzano znamienne statystycznie zmniejszenie zawartos-
ci tlenu we krwi, natomiast wysycenie hemoglobiny tlenem obnizalo sie
znamiennie w 0,5 godz. po hipertermii. W trakcie doswiadczenia pll
krwi tetniczej ulegalo znamiennemu statystycznie obnizeniu.

E
0150+ pH=55
0100+
@ pH=6.5
0050+ —e pH=75
pH=85
‘ ot pH=95
0 v T ) L\ ;
5 10 20 30 min

Ryc. 1. Wplyw pH na spontaniczne nagromadzanie substancji reagujacych z kwa-
sem tiobarbiturowym w homogenacie kory mozgu kroélika in wvitro. Homogenaty
przygotowywano i inkubowano przy réznych wartosciach pH, jak opisano w Ma-
teriale i Metodach. Wyniki wyrazono w jednostkach ekstynkcji w przeliczeniu na
probke zawierajgcg 0,2 mg biatka. Punkty stanowig $rednie z 4—6 dos$wiadczen,
S. D. nie przekraczato 10 wartosci sredniej
Fig. 1. Effect of pH on in vitro spontaneous accumulation of thiobarbituric acid
reactive material in rabbit brain cortex homogenate. Homogenates were prepared
and incubated at different pH as described in Material and Methods. Results are
expressed in extinction units per sample containing 0.2 mg protein. Points repre-
sent means from 4—6 experiments, S. D. did not exceed 10° of the mean value
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Ryc. 2. Wplyw pH na nagromadzanie substancji reagujgcych z kwasem tiobarbitu-

rowym w homogenatach kory mozgu krolika w czasie inkubacji in vitro z Fe®*t

i kwasem askorbinowym. Homogenaty inkubowano przy réznych wartosciach pH
w obecnosci 12 uM Fe3+ i 200 uM kwasu askorbinowego. Opis jak dla rye. 1

Fig. 2. Effect of pH on in vitro accumulation of thiobarbituric acid reactive ma-

terial in rabbit brain cortex homogenates upon incubation with Fe3+ and ascorbic

acid. Homogenates were incubated at different pH with 12 uM Fe*t and 200 uM
ascorbic acid. Explanations as for Fig. 1
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Ryc. 3. Wplyw hipertermii na spontaniczne oraz indukowane przez Fe*t i askor-
binian nagromadzanie substancji reagujgcych z kwasem tiobarbiturowym w homo-
genatach kory moézgu kroélikow. Warunki hipertermii in vivo oraz przygotowania
i inkubacji homogenatow kory mozgu, jak podano w Materiale i Metodach oraz
w opisach do ryc. 11i 2
Fig. 3. Effects of hiperthermia on spontaneous and Fe?+ 4 ascorbate-induced accu-
lation of thiobarbituric acid-reactive material in brain cortex homogenates. Con-
ditions of in vivo hyperthermia, preparation and incubation of brain cortex homo-
genates as described in Material and Methods. Explanations as for Figs 1 and 2
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Wplyw pH na wolnorodnikowe utlenianie lipidow
kory moézgu krélika in vitro

Badano spontaniczne oraz indukowane dodaniem jonéw Fe?' i kwa-
su askorbinowego nagromadzanie w homogenacie kory moézgu kroélikéw
kontrolnych koncowych produktéow peroksydacji lipidéw — substancji
reagujacych z kwasem tiobarbiturowym (TBAR). Spontaniczna produk-
cja TBAR (ryc. 1) byla zahamowana w pH 8,5 i pH 9,5, w Srodowisku
o fizjologicznym pH 7,5 zachodzila wylgcznie w czasie poczatkowych
10 min inkubacji, natomiast w kwasnym pH 6,6, a zwlaszcza 5,5, obserwo-
wano wyrazny wzrost retencji produktéw peroksydacji utrzymujacy sie
az do 30 min inkubacji. Po tym czasie przyrost zawartosci TBAR przy
pH 5,5 wynosit ok. 400%, wartosci obserwowanej dla pH 7,5. Krzywe
przyrostu TBAR w zakresie pH 7,5 do pH 5,5 mialy trojfazowy, sigmo-
idalny przebieg.

Peroksydacja indukowana dodaniem jonéw Fe®" i kwasu askorbino-
wego znacznie przewyzszala spontaniczne utlenianie wolnorodnikowe
(ryc. 2). Nagromadzanie TBAR bylo zupelnie zahamowane przy pH 9,5,
natomiast przy nizszych wartosciach pH, wraz ze wzrostem stezen jonow
wodorowych obserwowano znaczne pobudzenie nagromadzania TBAR,
przy czym indukowany przyrost produktéw peroksydacji nie miat prze-
biegu sigmoidalnego.

Tak wiec zaré6wno w przypadku peroksydacji spontanicznej (ryc. 1),
jak 1 wywotlanej inkubacjg z uktadem Fe3* + askorbinian (ryc. 2) stwier-
dzono wyrazny wplyw pH Srodowiska: pobudzenie proceséw wolnorodni-
kowego utleniania lipidéw w czasie inkubacji w kwasnym pH oraz jego
zahamowanie w $rodowisku alkalicznym.

Wplyw hipertermii przebytej in vivo na peroksydacje
lipidéw kory mézgu krélika in vitro

Spontaniczne nagromadzanie produktéw peroksydacji lipidow w ho-
mogenatach kory moézgu krélikow kontrolnych w pH 7,5 mialo przebieg
sigmoidalny ze skokowym przyrostem poziomu TBAR miedzy 7,5
a 10 min inkubacji (ryc. 1, 3). W materiale pobranym od krélikéw hiper-
termicznych po 30 min inkubacji obserwowano 30° obnizenie zawarto-
$ci produktéw peroksydacji, na co mial wplyw nizszy poziom wyjsciowy
TBAR oraz brak szybkiej fazy wolnorodnikowego utleniania lipidéw
(ryc. 3).

Przyrost TBAR podczas 30 min inkubacji homogenatéow kory mézgu
w obecnosci 12 uM Fe®" i 200 uM kwasu askorbinowego byl po hiperter-
mii o 1/3 wyzszy od kontroli. Zastosowany tu nieenzymatyczny uktad
indukujacy peroksydacje pobudzat produkcje TBAR w kontroli ponad
szeSciokrotnie, a w materiale po hipertermii — dwunastokrotnie. Stwier-
dzono wiec obnizong podatno$¢ homogenatéw kory mézgu krélikéw pod-
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danych 3 godz. hipertermii na spontaniczng peroksydacje in witro, na-
tomiast indukowane utleniania wolnorodnikowe byly w tym materiale
znacznie pobudzone.

OMOWIENIE

Wyniki przedstawionych badan wskazujg na obnizenie wartosci he-
matokrytu, spadek liczby krwinek czerwonych oraz zawartosci hemoglo-
biny we krwi tetniczej krolikéw przebywajacych przez 3 godz. w pod-
wyzszone] temperaturze otoczenia. Mechanizm tego zjawiska nie jest jas-
ny, natomiast jego rola w patogenezie zaburzen wywolanych przez
hipertermie wydaje sie znaczaca, tym bardziej, ze zmianom parametréw,
obwodowej krwi tetniczej towarzyszy! spadek zawartosci tlenu we krwi,
obnizenie pH, spadek stezenia HCO,;~ oraz catkowitego CO,. Jednoczes-
nie prezno$¢ tlenu pozostawala bez zmian, a preznos¢ CO, znamiennie
wzrastala w 1 i 2 godz. hipertermii. Wykazane zaburzenia parametrow
gazometrycznych krwi tetniczej w hipertermii sa zgodne z obserwacjami
Carlssona i wsp. (1976), uzyskanymi na zwierzetach poddanych narko-
zie ogolnej. Stwierdzony w przedstawionej pracy spadek zawartosci
tlenu w krwi tetniczej ponizej wartosci kontrolnych korelowal z obnize-
niem ilo$ci hemoglobiny i spadkiem pH oraz wykazanym poprzednio
wzrostem temperatury ciala i moézgu kroélika (Pluta 1984). Wzrost tem-
peratury tkanek zgodnie z prawem Van’t Hoffa powoduje pobudzenie
metabolizmu i prowadzi do zwiekszonego zapotrzebowania i zuzycia tlenu
przez moézg (Carlsson i wsp. 1976). Wzrost zapotrzebowania na tlen przy
obnizonej zdolnosci krwi do jego transportu moze prowadzi¢ do niedo-
boru tlenu w tkankach. Wydaje sie¢ wiec, ze przebywanie krélikow
przez 3 godz. w podwyzszonej temperaturze otoczenia moze doprowadzié
do ostrego lub podostrego niedotlenienia anemicznego.

Wynikiem zastugujagcym na podkreslenie bylo stwierdzenie, ze mimo
towarzyszacej przegrzaniu hiperwentylacji (Pluta 1984) nie tylko nie
stwierdza sie hipokapnii i alkalozy, ale nawet dochodzi do znamiennego
statystycznie obnizenia pH. Efekt ten, zgodny z obserwacjami poczynio-
nymi przez innych autoré6w na réznych modelach doswiadczalnych
(Bouverot i wsp. 1974; Carlsson i wsp. 1976) jest prawdopodobnie zwig-
zany z pobudzeniem metabolizmu, ze wzmozong konsumpcja glikogenu
i glukozy, a co za tym idzie wzrostem produkcji CO,, pobudzeniem gli-
kolizy i podwyzszeniem zawartosci kwasu mlekowego we krwi (Samek
1966; Samek i wsp. 1970, 1971; Szulc 1972; Carlsson i wsp. 1976). Wzrost
produkcji mleczanu moze dodatkowo $wiadezyé o wzglednym niedoborze
tlenowym w tkankach organizmu poddanego przegrzaniu. Ponadto zwig-
zana z hipertermig umiarkowana kwasica wskazuje na celowo$é badania
wplywu pH na szybko$¢ proceséw wolnorodnikowych w mézgu.
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W tej pracy badano zaréowno peroksydacje spontaniczng, jak i indu-
kowang przez dodanie Fe®?' i kwasu askorbinowego. Sigmoidalny cha-
rakter krzywej spontanicznego nagromadzania produktéw peroksyda-
cji — substancji reagujacych z kwasem tiobarbiturowym, mozna tluma-
czy¢ znanym, lawinowym przebiegiem fazy propagacji wolnorodnikowego
utleniania (Mead 1984). Swiadczy o tym takze zmiana przebiegu krzywej,
gdy peroksydacje indukowano przez dodanie Fe®" i kwasu askorbinowe-
go, gdzie natychmiast dochodzilo do peilnej aktywacji procesu. Wyniki
uzyskane w tej pracy wyraznie wskazuja na aktywacje spontanicznej
i indukowanej peroksydacji lipidéow w kwasnym srodowisku (pH 6,5 do
5,5). Proces ten byt zahamowany w alkalicznym pH. Pobudzajacy wplyw
wyzszego stezenia protondéw na wolnorodnikowe utlenianie lipidéow moéz-
gu zostal ostatnio, juz po wykonaniu naszych badan, opisany przez
Siesjo i wsp. (1985). Mechanizm tego efektu nie jest jasny: sugerowano
m.in. mozliwos¢ zwiekszonego powstawania w kwasnym sSrodowisku
lipofilnego i silnie utleniajgcego rodnika-OOH (Gabicki, Bielski 1981)
lub uwalnianie w Srodowisku kwasnym endogennego zelaza z tkanek
(Siesjo i wsp. 1985). To ostatnie wyjasnienie nie wydaje sie przekony-
wajgce zwazywszy, ze obnizenie pH szczegélnie pobudza peroksydacje
w obecnosci dodawanych w naszych doswiadczeniach jonow Fe?'.

Uwzgledniajagc wykazane w tej pracy przesuniecie réwnowagi kwa-
sowo-zasadowej we krwi zwierzgt poddanych. hipertermii w kierunku
kwasnym mozna stwierdzi¢, ze zachodzgce w przegrzanym organizmie
zmiany pH sprzyjaja pobudzeniu peroksydacji. O mozliwosci pobudzenia
wolnorodnikowego utleniania lipidéw w czasie hipertermii $wiadczy tak-
ze wykazane poprzednio w naszej pracowni obnizenie si¢ w tych wa-
runkach poziomu lipofilnych antyoksydantéw w mozgu (Domanska-Janik
i wsp. 1986). Badanie wplywu przebytej hipertermii na podatnosé¢ tkanek
mozgu na wolnorodnikowe utlenianie lipidow dalo wyniki s$wiadczace
o zlozonym mechanizmie regulacji tego procesu. Wzrost peroksydacji
w ukladzie indukowanym przez jony Fe?' i askorbinian znajduje wyttu-
maczenie w wykazanym w hipertermii obnizeniu poziomu lipofilnych
antyoksydantéw oraz we wzroscie zawartosci wolnych kwasow tlusz-
czowych w mdzgu, swiadczacym o naruszeniu struktury bton (Domanska-
-Janik i wsp. 1986). Zaobserwowane w tej pracy, a takze poprzednio
(Domanska-Janik 1986), obnizenie spontanicznej retencji TBAR w homo-
genacie moézgu krélika poddanego hipertermii moze z kolei $wiadezyé¢
o wyczerpaniu sie w tym materiale, juz w czasie hipertermii in vivo,
puli substratéw najbardziej podatnych na peroksydacje, m.in. wielo-
nienasyconych kwasow tluszczowych. W efekcie nie dochodzi do lawi-
nowego nagromadzania sie wolnych rodnikéw i samopowielania sie pro-
cesu, za czym przemawia obserwowany brak sigmoidalnego przebiegu
spontanicznej akumulacji TBAR w homogenatach z moézgow zwierzat
poddanych hipertermii.
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Wyniki tej pracy zgodne sg wiec z koncepcjg zakladajgcs, ze w prze-
biegu hipertermii dochodzi do aktywacji wolnorodnikowego utleniania
lipidéw moézgu. Pojawia sie jednak pytanie, dlaczego temu procesowi to-
warzyszy obnizone, a nie zwiekszone nagromadzanie koncowych produk-
téow peroksydacji (Domanska-Janik i wsp. 1986; Lazarewicz, Gordon-
-Majszak 1986). Wydaje sie, ze efekt ten znajduje wyjasnienie w zgod-
nym z prawem Van’t Hoffa pobudzeniu metabolizmu w podwyzszonej
temperaturze, a wiec i degradacji aldehydu malonylowego i innych sub-
stancji reagujacych z kwasem tiobarbiturowym, bedacych produktami
wolnorodnikowego utleniania lipidow. Nalezaloby zalozyé¢, ze po 3 godz.
hipertermii i zwigzanej z nig peroksydacji lipidow dochodzi do wyczerpa-
nia puli substratéw szczegélnie podatnych na wolnorodnikowe utlenia-
nie. Niezaleznie od tego obnizenie zawartosci TBAR w modzgu po 3 godz.
hipertermii moze by¢ spowodowane zwiekszonym usuwaniem tych pro-
duktéw z moézgu na skutek znacznego wzrostu moézgowego przeplywu
krwi (Carlsson i wsp. 1976).

Postulowane pobudzenie wolnorodnikowego utleniania lipidéw, obok
wykazanego w tej pracy wzglednego niedotlenienia anemicznego, moga
stanowi¢ elementy patomechanizmu odwracalnych zmian ultrastruktu-
ralnych obserwowanych w badaniach mikroskopowo-elektronowych (Dy-
dyk, Pluta 1984; Gajkowska i wsp. 1985; Loesch i wsp. 1985), a nawet
mogg prowadzi¢ do nieodwracalnych uszkodzea neuronéw (Gwédzdz
i wsp. 1978).

WNIOSKI

1. W hipertermii trwajacej 3 godz. dochodzi do zaburzen sktadu mor-
fotycznego i gazowego obwocdowej krwi tetniczej, $wiadczgeych o upo-
§ledzeniu transportu do tkanek.

2. W hipertermii dochodzi do przesuniecia réwnowagi kwasowo-za-
sadowej w kierunku kwasnym, co pobudza procesy wolnorodnikowego
utleniania lipidéw. Tkanki moézgu krolika poddanego hipertermii wyka-
zuja zwiekszong podatno$é na indukowang peroksydacje lipidow.

3. Niedotlenienie anemiczne oraz pobudzenie peroksydacji mogg sta-
nowi¢ elementy mechanizmu prowadzacego do rozwoju zmian struktural-
nych neuronéw mozgu w hipertermii.

EFFECT OF HYPERTHERMIA ON BASIC PARAMETERS
OF PERIPHERAL ARTERIAL BLOOD AND BRAIN CORTEX
LIPID PEROXIDATION IN RABBIT

Summary

Rabbits were subjected to 3 h hyperthermia at ambient temperature of 38°—
40°C. Selected physiological parameters of arterial blood were determined as well
as the susceptibility of brain cortex homogenates to in vitro peroxidation and the
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effect of pH on free radical lipid oxidation. It was found that hyperthermia leads
to a significant decrease in hematocrit, number of erythrocytes and hemoglobin
content in the blood. Hyperthermia also induced drop of oxygen content, an increa-
se of pCO, (with decreased HCO;~ concentration and total CO, content) and decre-
ase of pH in the arterial blood. In vitro peroxidation of brain lipids was activated
in acidic pH and inhibited at elevated pH values. Hyperthermia increased suscep-
tibility of brain tissues to Fe3t -+ ascorbate-induced in wvitro lipid peroxidation,
whereas the spontaneous process was inhibited. The presented results point to the
possible participation of anemic hypoxia and elevated peroxidation in the patho-
mechanism of hyperthermia-induced structural changes in the brain.

BJIMSHUE ITOBBIIIEHHOM TEMITEPATYPBI CPEJbI HA OCHOBHBIE
ITAPAMETPBI ITEPUPEPUYECKON APTEPUAJIBHOW KPOBU U IMEPOKCHUIALIUIO
JIMTTUTOB KOPBI MO3I'A KPOJIMKA.

Pe3owme

Kpoauku moasepraiuch 3-4acoBoif TMIepTepMUH B Temrepatype cpenast 38 —40°C. Uccneno-
BAJIMCh OCHOBHBbIE (M3MOIOrHYecKre napaMeTpsl nepudepruyeckoil apTepuabHO KPOBH, a Takke
Bmusinne pH Ha okucnenue cBOGOIHBIMM PaARKAIAMU JIMITHIOB MO3Ta KPOJIMKA in Vitro W BIMSHUE
THIEPTEPMHH Ha BOCHPHUMMYMBOCTH TOMOTEHATOB KOPBI MO3ra Ha mepoxcuaauuto. OGHapyxkeHo,
YTO TUIEPTEPMUS BENET K MOHWKEHHIO TeMATOKPUTA, KOJIMYECTBA IPUTPOLMTOB M KOJMYECTBA
reMorio0MHa B KPO3HU, K IOHWKEHHUIO COJEpXKaHUsl KUCIOPOA3l, HoHWXeHuio pH M MoBbILIEHHIO
panpaxenusi CO,. IMoumxaercs u xonuentpaiuss HCO; u nosHoe conepxanue CO, B apTepHambHOM
xposu. [Tepoxcugaums JIWOMIOB MO3ra in Vitro Bo30yxaanach B Hu3koM pH, a Topmo3sunace B 1ie-
NOYHOU cpene. I'mneprepmusi Besia K TOBBILIEHHIO BOCIPHMMYMBOCTM TKaHE Mo3ra K OKHCiIe-
HHE TMNUI0B CBOGOAHBIMYA paquKanaMi niIyKIMPOBAHHOMY, CHcTeMoilt Fe + ¢ ackopbaTam; BMeCTO
3TOTO CIOHTaHHAs NMepokcuaauus Obila B TOM Matepuase nonmkena. ITonydyeHHbIE pe3yabTaThl
TOKa3bIBAIOT BO3MOXKAOCTb YYaCTHsi AHEMHUYECKON TUIIOKCHM M YBRJIMYEHHBIX IPOLIECCOB MEpO-
KCHIALMKM B NMATOMEXAHHU3ME CTPYKTYPHBIX M3MEHEHHMIf MO3ra, BbI3BAHHBIX IEPErPEBAHUEM.
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WPLYW HIPERTERMII NA TRANSPORT WAPNIA
I ZAWARTOSC PRODUKTOW PEROKSYDACJI LIPIDOW
WE FRAKCJACH SUBKOMORKOWYCH KORY MOZGU KROLIKA *

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

Obserwacje kliniczne oraz dane patofizjologiczne dostarczaja dowo-
déw na szczeg6lng wrazliwo$é ukladu nerwowego na przegrzanie. Obja-
wami udaru cieplnego sg drgawki i $pigczka, a prowadzace do $mierci
zalamanie krgzenia i oddychania wigze sie przyczynowo z wrazliwoscig
na przegrzanie odpowiednich o$rodkéw w pniu mézgu (Shibolet i wsp.
1967; Samek, Szulc 1972; Shapiro i wsp. 1973; Siesjo 1978; Pluta 1984).
Sg podstawy do przypuszczenia, ze funkcja zakonczen synaptycznych
moze by¢ wybiérezo zaburzona w czasie hipertermii (Peterson, Prosser
1972). Jednym z waznych elementéw mechanizmu neurotransmisji jest
wewngtrzkomoérkowa homoeostaza wapnia.

Organizm ssakéw, a zwlaszcza mozg, jest chroniony przed przegrza-
niem dzieki licznym mechanizmom zabezpieczajgcym, jednak prosty mo-
del hipertermii, polegajgcy na kilkugodzinnej ekspozycji zwierzecia na
temperature otoczenia okolo 40°C, prowadzi do podwyzszenia tempera-
tury w roznych obszarach moézgu do 40—42°C (Pluta 1984). Jednakze,
jak wykazano poprzednio (Lazarewicz i wsp. 1986), zakonczenia synap-
tyczne kory mozgu cechujg sie wzgledng odpornoscia na przegrzanie
in situ, a zaburzenia funkcjonalne obserwowane w tym modelu do§wiad-
czalnym sprowadzajg si¢ do wzmozonego spoczynkowego pobierania **Ca
przez synaptosomy. Z drugiej strony wyniki badan Domanskiej-Janik
i wsp. (1986) sugeruja, ze w czasie hipertermii dochodzi do zaburzenia
wolnorodnikowego utleniania lipidéw moézgu.

Poniewaz przegrzanie moézgu prowadzi do inhibicji ATPaz blon sy-
naptoplazmatycznych (Bowler, Tirri 1974), rozprzezenia oksydacyjnej
fosforylacji i uszkodzenia struktury mitochondriéw (Gwé6zdz i wsp. 1970),

* Praca finansowana przez PAN w ramach tematu T-7.
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uznano za celowe zbadanie wplywu hipertermii na nagromadzanie i uwal-
nianie wapnia w réznych frakcjach subkomoérkowych moézgu. Podjeto
takze badanie wybranych parametréw charakteryzujacych procesy pe-
roksydacji lipidow we frakcjach subkomérkowych mézgu, majace na celu
wyjasnienie udzialu poszczegélnych struktur w obserwowanych w hiper-
termii zaburzeniach wolnorodnikowego utleniania lipidow.

MATERIAL I METODY

Doswiadczenia przeprowadzono na krolikach albinotycznych obu plci,
o masie ciala okolo 3 kg. Przed doswiadczeniem zwierzeta glodzono przez
12 godz.

Hipertermie wywolywano przez przetrzymywanie zwierzat w komo-
rze termicznej o objetosci ok. 0,15 m?® z temperaturg wnetrza utrzymy-
wang w zakresie 40,5+ 1°C, a wilgotnosciag wzgledng ok. 60%s. Zwierzeta
byly poddawane przegrzaniu przez okres 3 godzin.

Preparatyka frakcji subkomérkowych. Natychmiast po do$wiadczeniu
kroliki usmiercano przez zatrzymanie akcji serca wywolane dozylnym
wstrzyknieciem 20%o roztworu MgSO, i perfuzje dosercowa ochtodzonym
roztworem Ringera. Pobierano moézgi do roztworu (temp. 0°C), izolowano
kore moézgu, ktorg poddawano homogenizacji w 9 objetosciach 0,3 M
sacharozy z 10 mM buforem tris-Cl pH 7,4 i 0,56 mM EDTA. Homogenat
dzielono na dwie réwne objetosci stuzgce do izolacji mitochondriow
i synaptosoméw. Mitochondria izolowano metodg Clarka i Nicklasa
(1970), natomiast synaptosomy wg Hajosa (1975). Frakcje mikrosoméw
mozgu uzyskiwano przez wirowanie polgczonych supernatantéow (S,),
uzyskanych po osadzeniu nie oczyszczonych frakeji mitochondriéw i sy-
naptosoméw (P,), przez 1 godz. przy 105000 g.

Pobieranie #Ca przez frakcje subkomoérkowe. Wyizolowane frakcje
subkomérkowe modzgu inkubowano w S$rodowiskach zawierajacych
45CaCl,, jak opisano w legendach do tabel 1—3. Inkubacje mitochondriow
i mikrosoméw przerywano przez dodanie pieciokrotnej objetosci
0,15 M KCIl, do zawiesiny zawierajgcej synaptosomy dodawano
0,15 M NaCl, po czym proby sgczono pod ci$nieniem przez saczki What-
man GF/B, ktore przemywano 20 ml w.w. roztworéw NaCl i KCIl. Radio-
aktywnos$¢ pozostajgca na saczku byla oznaczana w mieszaninie scyn-
tylacyjnej Bray’a za pomocg licznika scyntylacyjnego Beckman LS 9000.

Fluorescencja chlorotetracykliny. Wigzanie wapnia do elementéw hy-
drofobowych badanych struktur blonowych badano przy uzyciu chloro-
tetracykliny (CTC) — hydrofobowej sondy chelatujacej kationy dwu-
wartosciowe (Caswell 1972; Yfazarewicz i wsp. 1981). Fluorescencje mie-
rzono przy 525 nm (dlugos¢ fali Swiatta wzbudzajgcego 380 nm) na spek-
trofluorymetrze Aminco-Bowman. Przy obliczaniu wynikéw uwzgled-
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Tabela 1. Wplyw hipertermii na fluorescencje chlorotetracykliny (CTC) i nagromadzanie *Ca w mitochondriach kory moézgu krolika
Table 1. Effect of hyperthcrmia on chlorotetracycline (CTC) fluorescence and *3Ca accumulation in rabbit bran cortex mitochondria

Fluo_resoencjai Cre =

CTC Fluorescence Nagromadzanie *°Ca
Szybkos$¢ zmian Poziom w stanie rOwnowagi 45Ca accumulation
Substraty i inhibitory Rate of changes Steady state level
Substrates and inhibitors jedn./mg biatka/min ok jedn./mg biatka 3 nmole/mg biatka/2 min
units/mg prot./min units/mg prot. nmoles/mg prot./2 min
Kontrola Hipertermia Kontrola Hipertermia Kontrola Hipertermia
Control Hyperthermia Control Hyperthermia Control Hyperthermia
Glutaminian +jablczan +75,9+5.3 +450,0+3,42 123,6+7,4 95,3+6,7" 5,521+0,12 4,75+0,131
Glutamate + m.late
(7,5 10-%)
Bursztynian+rotenon +126,0-+-9,4 +86,1+7,9! 179,1+7,5 151,946,0" 17,86+-0,06 18,30--0,49
Succinate--rotenone
(10-2—5x10-°)
Bursztynian--rotenon-+antymycyna A  —76,5+14,7 —72,8+2,6 24,8--1,9 22,0+2,0 2,15-+0,05 2,03+0,20
Succinate-+rotenone-+ antymycin A
(2x10-9)

Mitochondria (I mg biatka na probeg) byly zawieszane w 3 ml srodowiska zawierajacego 250 mM sacharozg, 10 mM Tris-Cl, pH 7,4, 25 mM octan
trisu pH 7,4, 10 uM CaCl,. W réwnolegle prowadzonych badaniach nagromadzania *°Ca w $rodowisku inkubacyjnym obecne byly 10 uM *5CaCl,
(0,1 p.Ci na préobe) oraz 1 mM fosforanu potasu pH 7,4. Po 2 min inkubacji w temp. 30°C i filtracji oznaczano *5Ca w mitochondriach. Wyniki stanowia

Srednie--standardowy bfad $redniej obliczone z 4 doswiadczen. ' p < 0,05, 2 p < 0,01 wg testu ¢ Studenta

Mitochondria (1 mg prot. per sample) were suspended in 3 ml of 250 mM sucrose, 10 mM Tris-Cl, pH 7.4, 25 mM Tris-acetate, pH 7.4, 10 uM
CaCl, and 10 uM CTC. In parallel experiments with *5Ca uptake, incubation system contained also 10 uM *5CaCl, (0.1 uCi per sample) and 1 mM
potassium phosphate, pH 7.4. **Ca accumulated in mitochondria was estimated after 2 min incubation at 30°C and subsequent filtration. The results

are means-+SEM from 4 experiments. ! p < 0.05, 2 p < 0.01 by Student’s 7 test
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niano korekte na rozcienczenie proby i na zmiany fluorescencji w $lepej
probie — nie zawierajgcej bialka.

Zawarto$é aldehydu malonylowego (MDA). Oznaczanie substancji re-
agujacych z -kwasem tiobarbiturowym w badanych prébach wykonywano
metoda Slatera i Sawyera (1971) zmodyfikowang przez Rehncrone i wsp.
(1980). Wyniki wyrazano w nmolach MDA na mg biatka, uwzgledniajgc
molowy wspéiczynnik ekstynkecji MDA.

Zawarto$¢ grup sulfhydrylowych. Badanie zwigzanych i nie zwigza-
nych z bialkami grup sulfhydrylowych we frakcjach subkomérkowych
moézgu prowadzono metodg Sedlaka i Lindsay’a (1968). Oznaczano calko-
wita zawartos¢ grup -SH oraz grupy niebialkowe, a zawartos¢ grup sulf-
hydrylowych zwigzanych z bialkami obliczano z réznicy ich stezen.

Bialko oznaczano metodg Lowry z albuming bydleca jako standardem.

WYNIKI

Nagromadzanie **Ca w mitochondriach i mikrosomach mézgu

Zdolnosé frakeji subkomérkowych do pobierania wapnia badano me-
toda radioizotopowsg. Jak wynika z danych przedstawionych w tabeli 1,
glutaminian i jablczan nie byly optymalnymi substratami oddechowymi
dla sprzezonego z transportem elektronéw nagromadzania wapnia w mi-

Tabela 2. Wplyw hipertermii na fluorescencj¢ chlorotetracykliny (CTC) i nagromadzanie *3Ca
w mikrosomach mozgu krolika
Table 2. Effect of hyperthermia on chlorotetracycline (CTC) fluorescence and 43Ca accumulation
in rabbit brain microsomes

Szybko$¢ zmian

fluorescencii Szybkosé Maksymalne
Rate of changes in nagromadzania *5Ca nagromadzanie *°Ca
Bioancaiss Rate of *5Ca uptake Maximal 43Ca uptake
jedn./mg biatka/min nmole/mg bia{ka/m.in nmole/mg biatka
units/mg prot./min nmoles/mg prot./min nmoles/mg prot.
Kontrola +3.30+0.24 0.124-0.01 1.38+£0.07
Control
Hipertermia +3.134+-0.34 0.1140.01 1.08+0.07*
Hyperthermia

Mikrosomy (I mg biatka na probe) zawieszano w 3 ml 100 mM KCl, 10 mM Tris-Cl, pH 7.4,
0.5 mM MgCl,, 0.5 mM ATP oraz 10 pM CaCl, i 10 pM CTC lub 10 pM *5CaCl, (0.1 n.Ci na
prébe) i inkubowano przez 10 min w temp. 30°C.2

Wyniki stanowia $rednie + standardowy biad $redniej, obliczone z 4 do§wiadczen. * p < 0.05
wg testu t Studenta

Microsomes (1 mg per sample) were suspended in 3 ml of 100 mM KCl, 10 mM Tris-Cl,
pH 7.4, 0.5 mM MgCl; and 10 pM CaCl, with 10 uM CTC or 10 pM #*CaCl, (0.1 pn.Ci per 2 sam-
ple) and incubated for 10 min at 30°C. The results are means + SEM from 4 experiments. ! p < 0.05
by Student’s t test
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tochondriach mézgu. W tych warunkach do$wiadczalnych mitochondria
izolowane po hipertermii nagromadzaly mniej wapnia niz mitochondria
kontrolne. Transport %Ca w mitochondriach sprzezony z utlenianiem
bursztynianu (w obecno$ci rotenonu) byl wyzszy iz w obecnosci gluta-
minianu i jablczanu, a hipertermia nie miala wpltywu na ten proces. In-
hibicja !ancucha oddechowego przez antymycyne A prowadzila do
zupelnego niemal zahamowania nagromadzania wapnia. .

Badanie pobierania wapnia przez mikrosomy moézgu (tab. 2) nie wy-
kazalo istotnego wplywu hipertermii na szybko$é nagromadzania *Ca,
stwierdzono natomiast znaczne obnizenie pojemnosci dla wapnia we frak-
cjach mikrosoméw izolowanych po hipertermii.

Fluorescencja CTC w mitochondriach i mikrosomach mézgu

Chlorotetracyklina, chelatujgca jony dwuwartosciowe sonda fluores-
cencyjna, byla stosowana do monitorowania wzglednej szybkosci nagro-
madzania lub uwalniania Ca oraz oceny maksymalnej pojemnosci hydro-
fobowych rejondéw blon mitochondrialnych dla wapnia. -

Jak przedstawiono w tabeli 1 przyrost fluorescencji CTC (tworzenie
kompleksu CTC-Ca w blonie) towarzyszy nagromadzaniu wapnia, nato-
miast spadek fluorescencji towarzyszy uwalnianiu wapnia z mitochon-
dridw. Przebyta hipertermia uposledzala, zaréwno szybkos$é przyrostu
fluorescencji, jak i maksymalng fluorescencje osiggang w stanie réwno-
wagi, przy czym efekt ten obserwowano zaréwno w obecnosci gluta-
minianu 1 jablczanu, ‘jak i z bursztynianem, i rotenonem. Hipertermia
nie miala natomiast istotnego wplywu na szybko$é obnizenia fluorescen-
cji po zahamowaniu tancucha oddechowego przez antymycyne A, ani na
osiggany minimalny poziom fluorescencji. Szybko$¢ narastania fluores-
cencji CTC w mikrosomach mozgu nie byla znamiennie zmieniona po
przebytej hipertermii.

Transport ¥*Ca w synaptosomach moézgu

Badano nagromadzanie i uwalnianie *Ca we frakecji synaptosomow
kory mozgu. Synaptosomy inkubowano w typowym niskopotasowym
srodowisku jonowym, stad tez pobieranie %Ca odzwierciedla bierng prze-
puszczalno$¢ blon synaptop’azmatycznych dla tego kationu. Stwierdzono
(tab. 3), ze synaptosomy izolowane po hipertermii nagromadzaly w tych
spoczynkowych warunkach o 72%0 wigcej wapnia niz kontrolne. Z kolei
uwalnianie uprzednio nagromadzonego %Ca badano w $rodowisku bez-
wapniowym w obecnosci EGTA, a wiec przy wyréwnanym lub nawet
odwréconym gradiencie stezen wapnia wewngtrz i na zewnatrz synapto-
soméw. Wykazano, ze wigkszo$¢ dodatkowo nagromadzonej puli wapnia
zostaje uwolniona z hipertermicznej frakcji synaptosoméw juz w czasie
pierwszych trzech minut inkubacji, natomiast dynamika zaniku radioak-
tywnosci w poézniejszym okresie nie réznila sie od kontroli.
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Tabela 3. Wplyw hipertermii na nagromadzanie i uwalnianie 5Ca z synaptosomow kory mozgu
krolika

Table 3. Effect of hyperthermia on **Ca accumulation and efflux from rabbit brain cortex
synaptosomes

45Ca w synaptcscmach po 10 min preinkubacji z **Ca, podczas inkubagcji
w $rodowisku bezwapniowym przez:
45Ca in synaptosomes after 10 min preincubation with #*Ca upon incubation
in Ca-free medium for:
0 min 3 min 5 min 10 min
nmole/mg biatka
nmoles/mg protein

Kontrola 5.40-4+0.15 3.144-0.04 2.544-0.03 1.4240.03

Control
Hipertermia 9.324-0.30! 3.75+0.29 2.3940.07 1.5240.04
Hyperthermia

Synaptosomy kontrolne i hipertermiczne (6 mg biatka) zawieszano w 3,6 ml 124 mM NacCl,
5 mM KCI, 1.24 mM KH,PO,, pH 7.4, 20 mM Tris-Cl pH 7.4, z 10 mM glukoza oraz 1.3 mM
45CaCl,; (3 pCi na probe) i preinkubowano przez 10 min w temp. 30°C. Po osadzeniu synaptoso-
mow przez wirowanie osad zawieszano w $rodowisku inkubacyjnym bez Ca zawierajacym 0.25
mM EGTA i inkubowano przy 30°C jak, przedstawiono w tabeli. Zawarto$¢ #5Ca w synaptoso-
mach oznaczano po filtracji. Wyniki stanowia srednie -+ standardowy biad sredniej obliczone
z 4 doswiadczen. ' p < 0.001 wg testu s Studenta

Control and hyperthermic synaptosomes (6 mg prot.) were suspended in 3.6 ml of 124 mM
NacCl, S mM KCl, 1.24 mM KH,PO,, pH 7.4, 20 mM Tris-Cl, pH 7.4, 10 mM glucose and 1.
mM CaCl, (3 pCi per sample) and preincubated at 30°C for 10 min. Synaptosomes were pelete
by centrifugation, resuspended in Ca-free medium with 0.25 mM EGTA and incubated at 30°C
as indicated. “*Ca content in synaptosomes was estimated after filtration. Results are means -+
SEM from 4 experiments. ' p < 0.001 by Student’s 7 test

Zawartos¢ MDA i -SH we frakcjach subkomoérkowych mézgu

Dla ogélnej oceny aktywnosci procesow wolnorodnikowego utlenia-
nia lipidow we frakcjach subkomoérkowych moézgu oznaczano zawartosé
substancji reagujacych z kwasem tiobarbiturowym (gléwnie aldehydu
malonylowego), bedacych koncowymi produktami peroksydacji lipidow.
Ponadto oznaczano zawarto$¢ endogennych antyoksydantéw nielipido-
wych: grup sulfhydrylowych biatkowych i niebiatkowych.

Jak przedstawiono w tabeli 4 poziom endogenny MDA roéznit sie dosé¢
znacznie w badanych, kontrolnych frakcjach subkomoérkowych, najniz-
sze stezenie wykazano w mitochondriach, a najwyzsze w synaptosomach.

Statystycznie znamienny wplyw hipertermii na zawartos¢ MDA
stwierdzono tylko w synaptosomach, w postaci okolo 15% obnizenia
poziomu aldehydu malonylowego. Tendencja do obnizenia zawartosci
MDA w mikrosomach hipertermicznych oraz jego przyrostu w mito-
chondriach nie byla znamienna statystycznie. Przebyta hipertermia nie
miala rowniez istotnego wplywu na zawarto$¢ grup tiolowych rozpusz-
czalnych (niebiatkowych) i bialkowych we wszystkich badanych frak-
cjach subkomoérkowych mézgu (tab. 5).
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Tabela 4. Wplyw hipertermii na zawarto$¢ substancji reagujacych z kwasem tiobarbiturowym
(TBAR) we frakcjach subkomoérkowych kory mozgu krolika
Table 4. Effect of hyperthermia on thiobarbituric acid reactive (TBAR) material in rabbit brain
cortex subcellular fractions

Zawarto$¢ TBAR
TBAR content

Frakcja Tlos¢ dosw. Kontrola Hipertermia
Fraction No of expr. Control " Hyperthermia
nmole/mg biatka o % kontroli
nmoles/mg prot. % of control
Mitochondria S 0.25+0.06 100 169.0+-39.0
Mitochondria
Mikrosomy 6 0.464-0.06 100 90.1+6.1
Microsomes
Synaptosomy 4 0.62+0.14 100 85.84+-1.4!
Synaptosomes

Przed oznaczaniem TBAR mitochondria i mikrosomy byly zawieszane w 0.15 M KCI a sy--
naptosomy w Srodowisku inkubacyjnym opisanym w tabeli 3, nie zawierajacym glukozy. Wyniki
stanowia $rednie -+ standardowy biad $redniej. ' p < 0.001 wg testu ¢ Studenta dla sparowanych.
prob

Before TBAR determination mitochondria and microsomes were suspended in 0.15 M KClI,.
for synaptosomes the medium described in Tab. 3 (glucose free) was used. Results are means+SEM.
! p < 0.001 by Student’s 7 test for paired samples

Tabela 5. Wplyw hipertermii na zawartos¢ grup sulfhydrylowych (—SH) we frakcjach subko-
morkowych kory moézgu krolika
Table 5. Effect of hyperthermia on thiol (—SH) group content in subcellular fractions of rabbit
brain cortex

Zawarto$¢ grup —SH (nmole/mg biatka)
—SH group content (nmoles/mg prot.)
Frakcja Catkowite Niebiatkowe Bialkowe
Fractions Total Non-protein Protein
Kontrola Hipertermia Kontrola Hipertermia  Kontrola  Hipertermia

Control  Hyperthermia Control Hyperthermia Control  Hyperthermia

Mitochondria 61.1+10.2 74.3+7.0 5.24+0.8 6.14+0.5 55.9£9:5 68.21+6.8
Mitochondria
Mikrosomy 77.2+2.7 78.3+3.7 6.940.5 7.4-40.6 70.3+2.7 70.94-3.8
Microsomes
Synaptosomy 73.34+3.4 74.41+-4.1 7.5+0.7 8.8+1.7 65.8+3.2 65.64+2.7
Svnaptosomes

Frakcje subkomoérkowe po izolacji byly zawieszane jak opisano w tabeli 4 i natychmiast
oznaczano zawarto$¢ grup —SH. Wyniki stanowia $rednie - standardowy blad sredniej z 5 do-
$wiadczen. Wyniki uzyskane na materiale hipertermicznym nie roznia si¢ znamiennie od odpo-
wiednich kontroli (p > 0.05 wg testu s-Studenta)

Subcellular fractions after isolation were suspended as described in Table 4 and thiol groups
were detected immediately. Results are means -+~ SEM from 5 experiments. Results from hyper-
thermic samples do not differ significantly from corresponding controls (p > 0.05 by Student’s.
1 test)
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OMOWIENIE

W obecnej pracy zastosowano wyprébowany w poprzednich badaniach
model do$wiadczalny hipertermii, opisany szczegélowo przez Plute (1984),
zapewniajacy wzrost temperatury kory moézgu do okolo 40°C. Frakcje
subkomoérkowe moézgu byty izolowane z uzyciem metod zapewniajgcych
wysoki stopien oczyszczenia przy zachowaniu integralnosci metabolicznej
i funkcjonalnej uzyskanych struktur. Jak wykazano poprzednio (L.azare-
wicz i wsp. 1986), hipertermia nie miata wplywu na rozklad biatka i czy-
stos¢ uzyskanych frakeji subkomoérkowych.

Badanie nagromadzania wapnia w mitochondriach i mikrosomach
mozgu przeprowadzono z uzyciem izotopu wapnia *Ca oraz wrazliwej
na wapn sondy fluorescencyjnej — chlorotetracykliny. Metoda izotopowa
zapewnia mozliwos¢ obiektywnego pomiaru transportu wapnia w bada-
nych strukturach subkomoérkowych, jej mankamentem jest natomiast
niemoznos¢ $ledzenia w sposéb ciagly dynamiki transportu i duze zuzycie
biatka. Z tego wzgledu zastosowano chlorotetracykline, ktorej fluores-
cencja jest proporcjonalna do zawartosci wapnia w hydrofobowych do-
menach blon (Caswell, Hutchison 1971). Mimo ograniczen tej metody,
jakimi sg m.in. kompleksowanie z innymi jonami dwuwarto$ciowymi,
zwlaszcza Mg?", oraz interferencja fosforanu, byla ona z powodzeniem
stosowana przy badaniu transportu wapnia w mitochondriach, mikroso-
mach i synoptosomach (Caswell 1972; Caswell, Warren 1972; Lazare-
wicz 1 wsp. 1981).

Wyniki badania wplywu przegrzania na zdolno$é mitochondriéw
i mikrosoméw moézgu do nagromadzania wapnia wskazujg na uposledze-
nie transportu Ca w tych strukturach. Pobieranie %5Ca przez mitochon-
dria przy utlenianiu glutaminianu i jablczanu bylo znacznie stabsze niz
w obecnosci bursztynianu i rotenonu. Jest to zgodne z naszymi poprzed-
nimi obserwacjami (Lazarewicz, Hamberger 1977). Hipertermia powodo-
wala hamowanie nagromadzania %Ca tylko przy metabolizowaniu sub-
stratow zwigzanych z NAD. Interesujgce, ze fluorescencja CTC-Ca w mi-
tochondriach hipertermicznych nagromadzajgcych wapn byla znamien-
nie nizsza, zar6wno w obecnosci glutaminianu i jabtczanu, jak i przy utle-
nianiu bursztynianu. Wyniki te moglyby $wiadczyé o wybiérczym za-
burzeniu w hipertermii wigzania wapnia przez hydrofobowe domeny
blon mitochondrialnych.

Ze wzgledow metodycznych przy badaniu fluorescencji CTC-Ca w
mitochondriach konieczne bylo pominiecie fosforanu w medium inku-
bacyjnym (Caswell 1972). Przy nieobecnosci fosforanu pojemnosé mito-
chondriéow dla nagromadzanego wapnia jest determinowana przez endo-
genne miejsca wigzace Ca na wewnetrznej powierzchni wewnetrznych
blon mitochondrialnych. Brak wplywu hipertermii na uwalnianie wapnia
z mitochondriéw po zahamowaniu lancucha oddechowego antymycyng
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A moze $wiadezyé o tym, ze mechanizm zaburzenia nagromadzania wa-
pnia w mitochondriach polega nie na pobudzeniu wyplywu Ca, ale raczej
na pierwotnym zaburzeniu energizacji mitochondriéw w hipertermii.
Jest to zgodne z wykazanym przez Gwozdzia i wsp. (1970) rozprzezeniem
oksydacyjnej fosforylacji i uszkodzeniem struktury mitochondriéw moz-
gu w hipertermii.

Zaburzenia nagromadzania wapnia w mikrosomach hipertermicznych
ograniczalo sie do obnizenia maksymalnej pojemnosci tych struktur dla
45Ca, natomiast szybko$¢ nagromadzania wapnia mierzona metoda izo-
topowg lub fluorymetryczng byla nie zmieniona.

Zgodnie z poprzednimi wynikami (Lazarewicz i wsp. 1986) stwierdzo-
no w tej pracy znaczne pobudzenie nagromadzania wapnia w synaptoso-
mach hipertermicznych. Efekt ten moze $wiadezy¢ o zwiekszonej biernej
przepuszczalnos$ci blon synaptoplazmatycznych dla wapnia. Przemawia
za tym takze szybki wyplyw wapnia z synaptosoméw hipertermicznych
poddanych inkubacji w $rodowisku bezwapniowym w obecnosci EGTA.
Uzyskane wyniki wskazujg na obnizenie zdolnosci mitochondriéw i mi-
krosom6éw modzgu izolowanych po hipertermii do nagromadzania wapnia
oraz na wzrost przepuszczalno$ci blon plazmatycznych dla wapnia. Moze
to by¢ odbiciem uposledzenia homeostazy wapnia w komoérkach OUN
w hipertermii. Obserwowane zaburzenia transportu Ca mogg by¢ takze
wtérnym efektem uszkodzenia blon badanych struktur subkomoérkowych
moézgu w czasie ich preparatyki, jesli subfrakcje izolowane po hiperter-
mii cechowalyby sie bardziej labilng strukturg. Jak wykazaly badania
Domanskiej-Janik i wsp. (1986), w czasie hipertermii dochodzi do wzro-
stu zawartosci wolnych kwaséw tluszczowych w blonach oraz do zmian
w metabolizmie glikolipidéw w mézgu, co moze modyfikowaé fizykoche-
miczne wlasciwosci blon.

Innym efektem hipertermii, stwierdzonym uprzednio na homogena-
tach calego moézgu (Domanska-Janik i wsp. 1986), bylo obnizenie zawar-
tosci a'dedydu malonylowego oraz spadek antyoksydantéw w moézgu.
Oznaczenia zawarto$ci MDA i grup tiolowych w réznych frakcjach sub-
komérkowych mézgu daty wyniki korespondujace z danymi uzyskanymi
na nie frakcjonowanych homogenatach. Spadek poziomu MDA w synap-
tosomach hipertermicznych byt znamienny statystycznie, a w mikroso-
mach po hipertermii stwierdzono tendencje do obnizenia MDA. W mito-
chondriach po hipertermii zaobserwowano tendencje do nagromadzania
MDA, wydaje sie jednak, ze ten ostatni wynik moze byé, przynajmniej
czeSciowo, spowodowany wtérnymi efektami preparatyki. Zgodnie
z weze$niejszymi danymi Domanskiej-Janik i wsp. (1986), nie stwierdzo-
no zwigzanych z hipertermia zmian zawartosci grup -SH we wszystkich
badanych frakcjach. Zaburzenia peroksydacji w hipertermii mozna takze
wigza¢ ze stressem nieuchronnie komplikujacym przegrzanie zwierzecia
i wyrzutem katecholamin.
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Uzyskane wyniki, rozpatrywane w powigzaniu z poprzednimi bada-
niami (Lazarewicz i wsp. 1986; Domanska-Janik i wsp. 1986), wskazujg
na istnienie zmian w strukturze i funkeji bton biologicznych kory mézgu
w hipertermii, obejmujacych zaré6wno blony plazmatyczne, jak i struk-
tury wewnatrzkomoérkowe. Jednakze zmiany te maja charakter ograni-
czony i szybko ustepuja po przywréceniu normotermii.

CALCIUM TRANSPORT AND PRODUCTS OF LIPID PEROXIDATION
IN BRAIN CORTEX SUBCELLULAR FRACTIONS
OF RABBITS SUBMITTED TO HYPERTHERMIA

Summary

The effect of hyperthermia on calcium transport and the content of thiobar-
bituric acid-reactive material (TBAR) and thiol groups (-SH) in brain cortex sub-
cellular fractions was studied in rabbits exposed for 3 h to ambient temperature
of 40°C. Mitochondria isolated after hyperthermia exhibited a significant drop
in 4Ca accumulation linked to oxidation of glutamate and malate, whereas 4Ca
uptake with succinate + rotenone was not changed. Calcium accumulation was
accompanied by an increase of chlorotetracycline (CTC) fluorescence, which was
significantly lower in hyperthermic mitochondria. Hyperthermia exerted no effect
on the rate of calcium efflux from deenergized mitochondria. A 20°% drop in the
capacity of hyperthermic microsomes for 4Ca was noted. The uptake of 45Ca by
synaptosemes isolated from the brain cortex of rabbits submitted to hyperthermia
was stimulated by 72°. This additionally accumulated pool of calcium was rapidly
released from hyperthermic synaptosomes to Ca-free medium. A significant drop
of TBAR content in hyperthermic synaptosomes was noted, whereas there was
no change in TBAR in mitochondria and microsomes as well as in the level of
-SH groups in all fractions tested. The results point to the modification of in-
tracellular Ca homeostasis and diverse changes in lipid peroxidation in different
brain subcellular fractions in hyperthermia.

BJIMAHUE TMITEPTEPMUU HA TPAHCITOPT KAJIbLIUA
N COAEPXAHME JIUTINZOB B CYBKJIETOYHBIX ®PAKLIMAX KOPBI
MO3I'A KPOJIMKA

Pe3iome

UccnemoBaioch BIIMSIHME TIEPETPEBAHMSA, BBI3BAHHOTO 3-4aCOBBIM TNPEOLIBAHMEM KPOJIMUKOB
B TemnepaTtype 40°C Ha TPAHCMOPT KalblMs M COAePKaAHME CYOCTaAHLMM pearupyrolmx ¢ THodap-
6uTyposoit xucrotroi (TBAR) u TronoBbix rpyiin (— SH) B CyOKIETOYHBIX GpaKLMAX KOPbI MO3Ta
in vitro. B MUTOXOAPHAX HM30JIHPOBAHHBIX 1OCJIE THIEPTEPMHUH, BHIABJIEHO CTATHCTHYECKH 3HAYH~
Moe TOHK2HMe CcKomienuss *°Ca BO BpeMA OKMCIEGHMs TIIOTAMAHATA M MAaJoHaTa, 3aTo
ot6op *5Ca B NPUCYTCTBUHM CYCUMHATA M POTEHOHA HE M3MEHUNOCH. Hakonienuio Kaablms ComyT-
cTBOBaSI0 nosblienue dQuyopecuenunun xnoprerpaumkmia (CTC) 3naunTenbHo 6osee HU3KOE
B MUTOXOHIPHSAX rocjie runeprepmMun. [leperpesanye He BIMAIO HA CKOPOCTb BBIXOXKIEHUS Kallb-
LM M3 JEIHEPTU3UPOBAHHBIX MUTOXOHIPuH. O6Hapyxkeno 20%, MOHMKEHHE IS THIEpTepMHYe-
CKMX MMKPOCOM akkymyJisiu **Ca. CHHaNTO30MbL H30IMPOBAHHBIE M3 KOPbl MO3ra KPOJIMKOB, MO/~

http://rcin.org.pl



_Hipertermia otoczenia a mézg H55

BEPrHYTLIX THIEPTEPMUH, MPOABIAIH 129 . IOBY)KeHue HAKOTUIEHUS 45Ca B ycrnoBmax IOKOS.
ITyn noGaBo-mo quonﬂeuuoro Kbl OCBOGOXAAICS ObICTPO M3 THINEPTEPMHUECKMX CH-
HanTo30MOB B Gecxaflbuuesyxo cpeny. OGHapyx\mo CTATHCTUYECKH 3HAYUMOE IOHHXKHHE CO-
nepkanus TBAR B d)paxlum CHHANITO30MOB  M30JHPOBAHHBIX ITOC/IE THUNEPTEPMHH, He 6buto
3HAYMTENBHBIX H3MEHEHHH comepxauusi TBAR B MUTOXOHAPHAX M MHUKPOCOMaxX u ypoBHs — SH
BO BCEX MCCIENMOBaHHBIX (pakumsax. TToayy€nupie pe3y/ibTaThl MOKA3LIBAIOT MOIM(DUKALMIO BHY-
TPHKIJIETOYHOTO romeécmsa. Kaabuusi ¥ pa3HooOpa3Hble M3MEHEHHs B NpoLeccax MepPOKCHIALNH
JTUITHIOB B PA3HbIX C)'Gxnefoqx{blx CTPYKTYpaxX MO3ra B THIEPTEPMHH.
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Eksperymentalne przegrzanie zar6wno u czlowieka, jak i u zwierzat
doswiadczalnych, przybiera posta¢ udaru cieplnego charakteryzujgcego sie
drgawkami i $pigczka oraz moze prowadzi¢ do $mierci wsroéd objawow
zalamania krgzenia i oddychania (Frankel i wsp. 1963; Shibolet i wsp.
1967; Siesjo 1978). Obecnie przewaza poglad, ze bezposrednia przyczyna
zaburzen oddechowo-krazeniowych nie jest pochodzenia obwodowego,
ale wigze sie ze szczegblng wrazliwoscia na przegrzanie odpowiednich
osrodkow w pniu mézgu (Krause 1960; Samek, Szulc 1972; Pluta 1984).
Juz umiarkowana hipertermia jest zwigzana z wystgpieniem szeregu
objawéw moézgowych, ktérych nasilenie jest proporcjonalne do wzrostu
temperatury. Przy temperaturach ciala przewyzszajgcych 40°C pojawia-
ja sie nudnosci, zaburzenia orientacji, apatia i delirium, a powyzej 42°C
dochodzi do bezposredniego termicznego uszkodzenia neurondéw, ktérego
nasilenie zalezy od stopnia i czasu trwania hipertermii (Shapiro i wsp.
1973; Siesjo 1979).

Wzrost temperatury powyzej 40°C prowadzi do zaburzenia metabo-
lizmu mézgu in vivo i in wvitro (Siesjo6 1978). Zuzycie glukozy i tlenu
przez mozg ulega gwaltownemu zalamaniu przy temperaturze ciala po-
wyzej 42°C (Samek 1966; Nemoto i wsp. 1970). Hipertermii towarzyszy
wzrost poziomu glukozy, G-6-P, F-6-P i glutaminianu w moézgu (Carlsson
i wsp. 1976). Przegrzanie prowadzi do rozpadu polisoméw i zahamowania
biosyntezy biatka w moézgu (Murdock i wsp. 1978; Heikkila, Brown 1979;
Millan i wsp. 1979), inhibicji ATPaz blon synaptoplazmatycznych (Bow-
ler, Tirri 1974), rozprzezenia oksydacyjnej fosforylacji oraz uszkodzenia
struktury mitochondriow (Gwoézdz i wsp. 1970). Sg dane wskazujgce na
szczegblng wrazliwo$¢é transmisji synaptycznej na temperature otoczenia

* Praca finansowana przez PAN w ramach tematu T-7.
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(Peterson, Prosser 1972) oraz na termolabilno$é izolowanych zakoficzen
synaptycznych mozgu in vitro (Whittaker 1969). Dane te, podobnie jak
wystepowanie w stanach przegrzania mézgu objawoéw uposledzenia funk-
cji osrodkowego ukladu nerwowego, moga sugerowa¢ udzial zaburzen
transmisji synaptycznej w patomechanizmie termicznego uszkodzenia
moézgu.

Zaburzenia temperatury otoczenia sg zarazem jednym z podstawo-
wych czynnikéw fizjologicznych wywolujacych odpowiedz adaptacyjna
organizmu. Zdolno$¢ organizmu do adaptacji jest w gléwnej mierze uwa-
runkowana zmianami adaptacyjnymi w osrodkowym ukladzie nerwo-
wym, a zwlaszcza w zakonczeniach synaptycznych. Sa dane wskazujace
na udzial fosfolipidéow i gangliozydéw blon synaptycznych w adaptacji
do zmian temperatury (Rahmann i wsp. 1982).

Celem badan przeprowadzonych na frakcji wzbogaconej w izolowane
zakonczenia synaptyczne kory moézgu krolika bylo okreslenie wplywu
przegrzania in vivo na wybrane parametry metaboliczne i czynnosciowe
synaptosoméw zwigzane z mechanizmem neurotransmisji lub charak-
teryzujgce ogdlnie stan metaboliczny tej frakcji.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na dojrzatych krélikach albinotycznych, obu
plci, o masie ciala okoto 3 kg.

Hipertermie wywolywano w komorze termicznej o objetosci 0,144 m?,
z czego polowe stanowila przestrzen pozostawiona zwierzeciu do swobod-
nego poruszania si¢. Komora byla wyposazona w regulacje temperatury
powietrza w zakresie do 60°C i wilgotnosci wzglednej od 25 do 100%.
Pokrywa z pleksiglasu umozliwiala obserwacje zwierzecia i pomiary
temperatury. Temperature mierzono przy uzyciu termometréw rtecio-
wych w niedostepnej dla zwierzecia cze$ci komory tuz przy nawiewie
ogrzanego powietrza oraz w najdalszej czesci klatki zajmowanej przez
kroélika. Higrometr wlosowy umieszczony byt w poblizu wlotu powietrza.
Po ustaleniu sie temperatury w komorze réznica w odczytach obu ter-
mometréw kontrolnych nie przekraczata 2°C. Temperature komory do-
prowadzano na 1 godz. przed do$wiadczeniem do stabilnego poziomu
okolo 40°C, po czym umieszczano w niej krélika i utrzymywano tempera-
rature na poziomie 40 *1°C przy wilgotnosci wzglednej 55—60°0 przez
okres 3 godzin.

Grupy doswiadczalne obejmowatly: a) zwierzeta kontrolne nie prze-
grzewane; b) kroéliki poddane 3 godz. hipertermii; c) zwierzeta, ktére po
3 godz. okresie przegrzewania przetrzymywano przez nastepne 3 godz.
w warunkach normotermii (temperatura pokojowa).

Izolacja frakcji subkomérkowych. Jednoczesne wydzielenie z tkanki
szeregu frakcji subkomérkowych — do badania rozkladu- bialka i aktyw-
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nosci IDH NADP — przeprowadzano metodg wirowania réznicowego
wedlug Whittakera i Burkera (1972), stosujac jako material wyjsciowy
10% homogenat potkul mézgu w 0,32 M sacharozie z 10 mM buforem
Tris-HCI, pH 7,4 i 1 mM EDTA. Frakcja zawierajaca jadra i resztki
tkanki (P;) byla osadzana przez wirowanie przy 1000 g przez 11 min,
nie oczyszczong frakcje mitochondriéw (P,) i frakcje postmitochondrialng
(S,) otrzymywano wirujgc nadsgez (S;) przy 12 000 g przez 30 min, frak-
cje mikrosoméw (M) i cytosol (S;) otrzymywano przez wirowanie nadsg-
czu S, przez 1 godz. przy 105000 g. Dalsze frakcjonowanie osadu P, pro-
wadzono zgodnie z opisang nizej procedurg Bootha i Clarka (1978).

Frakcje wzbogacong w zakonczenia synaptyczne (synaptosomy) izo-
lowano z pétkul moézgu kroélika metods flotacyjng Bootha i Clarka (1978)
na gradiencie Ficollu. Procedura obejmowata reczng homogenizacje tkan-
ki w $Srodowisku zawierajgcym 0,32 M sacharoze, 1. mM EDTA z 10 mM
buforem Tris-HCI, pH 7,4, izolacje nie oczyszczonej frakcji P, przez ko-
lejne wirowania przez 3 min przy 1300 g i przez 10 min przy 17 000 g,
oczyszczenie frakceji przez wirowanie przez 30 min przy 98 000 g na gra-
diencie 7% i 12%0 Ficollu w medium izolacyjnym i ostateczne osadzenie
uzyskanych frakecji wzbogaconych w mieline (A), synaptosomy (B) i mi-
techondria (C) przy 17 000 g przez 10 min.

Srodowisko inkubacyjne. Otrzymana frakcje synaptosoméw inkubo-
wano w standardowym s$rodowisku jonowym zawierajgcym 120 mM
NaCl, 5 mM KCI, 1,2 mM CaCl, 1,2 mM MgCl,, 1,0 mM bufor fosfora-
nowy pH 7,4, 10 mM bufor Tris-HCI, pH 7,4 i 10 mM glukoze.

Oddychanie synaptosoméw mierzono w termostatowanym szczelnym
naczyniu polarograficznym wyposazonym w mieszadlo magnetyczne,
przy uzyciu elektrody tlenowej typu Clarka z tlenomierzem N-5221
Mera-Elwro. Elektrode kalibrowano i aktywno$¢ oddechowa okreslano
wg Estabrooka (1967).

Nagromadzanie wapnia oznaczano metoda radioizotopowa przez po-
miar pobierania %Ca przez synaptosomy inkubowane w temperaturze
30°C w podanym wyzej srodowisku kontrolnym lub w medium depola-
ryzujagcym wysokopotasowym zawierajgcym 75 mM KCI i 50 mM NaCl.
Préby $lepe zawieraly synaptosomy inkubowane w temperaturze 0°C.
Po zakonczeniu inkubacji synaptosomy oddzielano od s$rodowiska jono-
wego przez filtracje przez kolumne 0,5 X 10 cm wypeliong Dowex
AG50 W-X8 20-50 mesh — wedlug metody Gasko i wsp. (1976) i ozna-
czano radioaktywnosé nagromadzonego #°Ca.

Nagromadzanie neurotransmiteréw. Pobieranie noradrenaliny, dopa-
miny i serotoniny oznaczano metoda radioizotopowa szczegélowo opisang
przez Pastuszko i wsp. (1982). Synaptosomy zawieszone w standardo-
wym, jonowym S$rodowisku inkubacyjnym w stezeniu okolo 2 mg/ml
inkubowano przez 5 min w temperaturze 30°C w obecnosci znakowanych
trytem neurotransmiteréw o stezeniu 0,4 uM przy aktywnosci specyficz-
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nej 15—50 mCi/umo!. Po inkubacji synaptosomy oddzielano od Srodowis-
ka jonowego przez wirowanie poprzez warstwe oleju silikonowego. Mie-
rzono nastepnie radioaktywnos$¢ w nadsgczu i osadzie, uprzednio zsolu-
bilizowanym za pomocg NCS. Nagromadzanie kwasu gamma-aminoma-
stowego (GABA) mierzono przez inkubacje synaptosoméw w temperatu-
rze 30°C przez 2 min w obecnosci 2,4 uM *H-GABA 80 uCi/umol i 10 uM
kwasu aminooksyoctowego, zakonczong sgczeniem przez sgczki Whatman
GF/B.

Uwalnianie *H-GABA. Wplyw i zalezny od depolaryzacji wyrzut
GABA z synaptosom6w mierzono metodg superfuzji — jak opisano po-
przednio (Eazarewicz i wsp. 1977). Endogenng pule GABA wyznakowy-
wano przez inkubacje synaptosoméw w temp. 30°C przez 15 min w obec-
nosci 10 uM *H-GABA 15 pCi/umol i 10 uM kwasu aminooksyoctowego.
Po inkubacji synaptosomy osadzano przez wirowanie w ciggu 5 min przy
1000 g na sgczek Whatman GF/B i umieszczano w komorze superfuzyj-
nej, przez ktérg tloczono $rodowisko jonowe zawierajace 10 uM kwas
aminooksyoctowy z szybkoscig 1,2 ml/min. Synaptosomy depolaryzowano
podajac przez okres 10 min srodowisko inkubacyjne zawierajace 75 mM
KCl. Pr6obki medium superfuzyjnego zbierano co 1 min i mierzono ra-
dioaktywno$é w scyntylatorze Braya.. Wyliczono szybko$é uwalniania
SH-GABA 7z synaptosomow w procentach radioaktywnos$ci pozostajgcej
w preparacie na minute, a wplyw hipertermii wyrazono w procentach
kontroli.

Aktywnosé dehydrogenazy izocytrynianowej NADP-zaleznej oznacza-
no metodg spektrofotometryczng wedlug Ochoa (1955) przez pomiar re-
dukcji NADP przy 340 nm. Mieszanina inkubacyjna zawierala w 3 ml
koncowej objetosci 40 nmoli Tris-HCI, pH 6,7; 18 ymoli MgCl,, 0,6 umoli
izocytrynianu sodu, 0,5 umola NADP, biatko od 0,8 do 1,5 mg. Czas po-
miaru 5 min.

Oznaczanie zawartosci biatka. Bialko oznaczano metodg Lowry i wsp.
(1951), stosujac jako standard albumine surowiczg krwi bydlecej (Frak-
cja V).

Pomiary radioaktywnosci préb znakowanych *H i *Ca byty dokony-
wane w liczniku scyntylacyjnym Beckman 9000 z uzyciem scyntylatora
Braya.

Analiza statystyczna wynikéw. Wyniki wyrazono jako $rednie *SD.
Iiczbe doswiadczen (n) podano w nawiasach lub w legendach do tabel.
Znamiennosc statystyczng poszczego6lnych réznic obliczano na podstawie
testu t studenta, jako znamienne statystyczne przyjeto wartosci p << 0,05.

Odczynniki. Albumina bydleca, frakcja V, dopamina, EDTA, EGTA,
GABA, kwas aminooksyoctowy, noradrenalina, serotonina byty produk-
cji Sigma; Ficoll byl produkcji Pharmacja. Znakowane trytem neuro-
transmitery byly produkecji Amersham, **CaCl, — IBJ, Swierk.
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WYNIKI

Badanie rozkladu bialka w poszczegélnych frakcjach subkomorko-
wych mézgu krélika (ryc. 1) nie wykazalo istotnego wplywu przegrzania
na wlasciwosci sedymentacyjne izolowanych frakcji. Zwraca uwage zu-
pelny brak réinic w rozkladzie biatka w podstawowych frakcjach izolo-
wanych metodg wirowania réznicowego (ryc. 1A). Takze procentowa za-
warto$¢ biatka we frakcjach synaptosomalnej (B) i mitochondrialnej (C)
oczyszczonych na gradiencie Ficollu (ryc. 1B) zmieniata sie zaledwie w
granicach 1—2%, a stwierdzone réznice w zawartoéci biatka we frakcji
mielinowej (A) nie byly znamienne statystycznie.

Wyniki tabeli 1 przedstawiaja wplyw przegrzania na aktywno$é spe-
cyficzng dehydrogenazy izocytrynianowej NADP-zaleznej w nie oczysz-
czonej frakcji mitochondrialnej (P,), oczyszczonej frakcji synaptosomoéw

Tabela 1. Wplyw przegrzania na aktywno$¢ dehydrogenezy izocytrynianowej NADP-zaleznej
we frakcjach subkomorkowych moézgu krolika

Table 1. Effect of hyperthermia on the activity of NADP-dependent isocitrate dehydrogenase in
rabbit brain subcellular fractions

Aktywnos¢ IDH-NADP
IDH-NADP activity

Nr dosw. By f 4 3
No of Grupa dos$wiadczalna nmole/mg biatka/min
expr. Experimental group B : nmolfs/mg protimjg A
frakcja P, cytosol synaptosomy
P, fraction cytosol synaptosomes
& Kontrola 7,50 2,10 2,00

Control
Hipertermia 7,80 2,00 2,00
Hyperthermia
3 godz. po hipertermii 7,60 2,10 2,00
3 h after hyperthermia

R Kontrola 9,21 3,07 5,40
Control
Hipertermia 9,75 2,47 5,29
Hyperthermia
3 godz. po hipertermii 10,39 2,41 5,18
3 h after hyperthermia

& . Kontrola 8,21 2,40 2,62
Control
Hipertermia 8,20 2,42 2,68
Hyperthermia
3 godz. po hipertermii 8,18 2,46 7|

3 h after hypzsrthermia

Dane z 3 indywidualnych doswiadczen. Kazdy wynik stanowi $rednia z 3 rownoleglych
ozna czen

Data from 3 individual experiments. Each result is a mean from 3 parallel determinations
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Ryc. 1. Wplyw przegrzania na rozklad biatka ("0) we frakcjach subkomoérkowych
moézgu krolika. Frakcje subkomoérkowe otrzymywano zgodnie z opisem w Materiale
i Metodach. Odzysk bialek przy wirowaniu réznicowym (ryc. 1A) byl rowny 96%o,
a przy rozdziale na gradiencie Ficollu (ryc. 1B) wynosil ok. 90°%. Zawarto$¢ biatka
odnoszono do calkowitej ilo$ci biatka w wyjsciowym homogenacie (ryc. 1A) lub

we frakcji P, (ryc. 1B). P, — jadra, resztki tkanki, F’, — nie oczyszczona frakcja
mitochondrialna, S; — cytosol, M — mikrosomy, A — mielina, B — synaptosomy,
C — mitochondria. 1 — kontrola, 2 — hipertermia, 3 — normotermia 3 godz. po

hipertermii. Srednie z 3 do$wiadczen. SD nie przekraczalo 10°o wartoéci $redniej.
Roéznice miedzy $rednimi nie sg znamienne statystycznie

Fig. 1. Effect of hyperthermia on protein distribution (°/0) in rabbit brain sub-
cellular fractions. Subcellular fractons were isolated as described in Material and
Methods. Protein recovery after differential centrifugation (Fig. 1A) was 96%
and after Ficoll gradient separation reached 90°0 (Fig. 1B) The protein content
was related to the total protein of the homogenate (Fig. 1A) or of the P, fraction
(Fig. 1B) P; — nuclei, cell debris, P, — crude mitochondrial fraction, S; — cytosol,
M — microsomes. A — myelin, B — synaptosomes, C — mitochondria. 1 — control,
2 — hyperthermia, 3 — normothermia 3 h after hyperthermia. Means from 3 ex-
periments. SD did not exceed 10°% of the mean. Differences between means are
not statistically significant
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oraz w cytosolu mézgu krolika. Aktywnosci wyjsciowe badanego enzymu
w homogenacie i frakcji P, byly rézne w poszczegénych doswiadeze-
niach, jednakze analiza wynikéw indywidualnych do$wiadczen wyraznie
wskazuje na brak wplywu przegrzania na aktywnosé¢ tego enzymu w ba-
danych frakcjach. Rowniez aktywnos$¢ catkowita IDH NADP nie ulega
zmianie.

Dalsze badania prowadzono wylacznie na oczyszczonej frakeji synap-
tosoméw moézgu. Wplyw przegrzania na zuzycie tlenu przez frakcje sy-
naptesomoéw badano in vitro w $rodowisku nie zawierajgcym egzogen-
nych substratéw (oddychanie endogenne) oraz w obecnosci 10 mM glu-
kozy lub 10 mM glukozy i 4 mM bursztynianu (tab. 2). Uzyskane frakcje
wykazywaly do$¢ wysokg aktywnos¢ oddechowa kosztem substratow en-
dogennych, ktéra ulegala nieznacznemu tylko pobudzeniu w obecnosci
glukozy. Po dodaniu bursztynianu oddychanie synaptosoméw swzrastato
ponad dwukrotnie. Aktywnos¢é oddechowa synaptosoméw w nieobecnosci
substratow oddechowych oraz kosztem bursztynianu i glukozy w obu
badanych grupach doswiadczalnych — bezpeosrednio i w 3 godz. po 3 go-
dzinnej hipertermii — nie réznita si¢ od wartosci kontrolnych. Natomiast
zuzycie tlenu w obecnosci glukozy jako jedynego substratu metabolicz-

Tabela 2. Wplyw przegrzania na oddychanie frakcji synaptosoméw moézgu krolika
Table 2. Effect of hyperthermia on the respiration of rabbit brain synaptosomal fraction

Normotermia 3 godz.

Substrat oddechowy Kontrola Hipertermia po przegrzaniu
Respiratory substrate Control Hyperthermia Normothermia 3 h
after hyperthermia

(zuzycie tlenu — pg O,/mg biatka/min)
(oxygen consumption — pg O,/mg prot./min)

Endogenne 7,50+1,60 8,99-4-1,71 8,46-4-1,77
Endogenous 4) 5) (5)
Glukoza 10 mM 7,704+-0,48 9,99-4+-2,20* 11,194-3,16*
10 mM glucose (5) (6) )
Glukoza 10 mM -+ bursztynian 4 mM 20,08 +2,96 20,53+2,75 18,86+2,50
10 mM glucose+ 4 mM succinate 4) 4) (4)

Synaptosomy (4 mg biatka) zawieszano w standardowym s$rodowisku jonowym bez glukozy,
po oznaczeniu szybko$ci oddychania endogennego kolejno dodawano substraty oddechowe.
Objetoéé koncowa proby — 3,6 ml. Srednie --SD z ilosci doswiadczen podanej w nawiasach.
* Roznice migdzy $rednimi znamienne statystycznie (p < 0,05)

Synaptosomes (4 mg prot.) were suspended in the standard ionic medium withour glucose.
After dotermination of endogenous respiration, the respiratory cubstrates were added consecuti-
vely. The final volume of sample was 3.6 ml. Means --SD from the number of experiments given
in parenthesis. * Statistically significant differences between means (p < 0.05)
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nego bylo pobudzone w 30° w synaptosomach inkubowanych natych-
miast po zakonczeniu hipertermii i w 45% w synaptosomach izolowa-
nych w 3 godz. po zakonczeniu przegrzania.

Jak przedstawiono w tabeli 3, w wyniku 3 godz. hipertermii dochodzi
do znamiennego statystycznie 40 pobudzenia nagromadzania *Ca w
synaptoscmach inkubowanych w warunkach kontrolnych. Natomiast na-
gromadzanie wapnia w S$rodowisku depolaryzujacym — wysokopotaso-
wym nie roznilo sie w sposéb znamienny statystycznie od wartosci kon-
trolnych. Opisane zaburzenia transportu wapnia dotyczg jednak wylacz-
nie synaptosoméw izolowanych z mozgu krélika po 3 godz. hipertermii
i sg calkowicie odwracalne po nastepnych 3 godzinach.

Tabela 3. Wplyw przegrzania na nagromadzanie *Ca w synaptosomach mozgu krolika
Table 3. Effect of hyperthermia on *°Ca uptake in rabbit brain synaptosomes

Normotermia 3 godz.
Srodowisko inkubacyjne Kontrola Hipertermia po przegrzaniu
Incubation medium Control Hyperthermia Normothermia 3 h
after hyperthermia

nmole/mg biatka/1,5 min
nmoles/mg prot./1,5 min

Kontrolne 8,414-0,22 11,90-+1,00* 8,874-0,91
Control

(120 mM Na*, 5§ mM K+)

Depolaryzujace 15,224-0,80 14,47 -+1,96 15,894-0,88
Depalarizing

(50 mM Nat, 75 mM K*%)

Frakcj¢ synaptosomow inkubowano w medium jonowym kontrolnym lub wysokopotasowym
przez 1,5 min w temp. 30°C w obecnosci 1,2 mM *3Ca (0,1 mCi/mmol), po czym oddzielano na
kolumnie 0,5 10 cm wypelnionej Dowex AG-50 W-X8, 20— 50 mesh. Srednie z 4 do$wiadczen
-+ SD. * Roéznice migdzy srednimi znamienne statystycznie (p << 0,05)

Synaptosomal fraction was incubated in the ionic medium, control or high potassium, for
1.5 min at 30°C ih the pressence of 1.2 mM *3Ca (0.1 mCi/mmol), then synaptosomes were sepa-
rated on Dowex AG-50 W-X3, 20— 50 mesh column, 0.5 x 10 cm. Means - SD from 4 experi-
ments. * Statistically significant diff‘rences between means (p < 0.05)

Wyniki tabeli 4 przedstawiaja wyplyw oraz zalezne od depolaryzacji
uwalnianie H-GABA z synaptosomoéw, a takze zdolnos$¢ izolowanych za-
konczen synaptycznych mozgu krélika do pobierania tego neuroprzekaz-
nika. Nie stwierdzono znamiennego statystycznie wplywu przegrzania
na dynamike spontanicznego wyplywu oraz zaleznego od depolaryzacji
uwalniania ’H-GABA z synaptosomoéw, cho¢ zarysowala si¢ tendencja do
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obnizenia spontanicznego wypiywu *H-GABA po 3 godz. hipertermii oraz
do utrzymywania sie wzmozonego wypltywu GABA po zaprzestaniu de-
polaryzacji, zarowno po 3 godz. przegrzaniu, jak i w 3 godz. po przywro-
ceniu normotermii. Jak wynika z tabeli 4, zdolno$¢ synaptosoméw do

Tabela 4. Wplyw przegrzania na transport *H—GABA w synaptosomach moézgu krolika
Table 4. Eff:ct of hyperthermia on 3H— GABA transport in rabbit brain synaptosomes

Normotermia
3 godz. po
Kontrola Hipertermia przegrzaniu
Control Hyperthermia  Normothermia
3 h after

hyperthermia

Uwalnianie *H—GABA (w % kontroli, n = 7)
SH—GABA release 9%,/min (%, of control, n = 7)
Srodowisko niskopotasowe, stan
rownowagi przed depolaryzacja 1,55+0,34 100 86,4+-9,0 104,7-+-8,3*
Low potassium medium, steady
state level before depolarization

Srodowisko depolaryzujace, wysoko-
potasowe 19,52+-2,15 100 107,24+-2,8 92,6+14,2
High potassium, depolarizing medium
Srodowisko niskopotasowe, stan
réwnowagi po depolaryzacji 2,50+0,62 100 109,7-+6,2 121,1+14,3*
Low potassium medium, steady
state level after depolarization

Nagromadzanie *H -~ GABA (nmole/mg biatka/2 min)

SH—-GABA uptake (nmoles/mg prot./2 min)

0,216 +0,049 100 99,5-4-13,4 86,1-+19,0
n==~6 n=y75 ne=3$

Nagromadzanie i uwalnianie *H-GABA badano — jak opisano w Materiale i Metodach.
‘Wyniki stanowia srednie -+ SD z ilosci do$wiadczzn podanej w nawiasach. *Roznice $rednich sa
Zznamienne statystyczne (p << 0,05) (test s dla wartosci sparowanych)

SH-GABA uptake and release were studied as described in Material and Methods. Results
are means + SD from the number of experimsznts given ia parenthcses. * Statistically significant
«differences between means (p < 0.05) by the r-test for paired values

nagromadzania *H-GABA nje byla zmieniona w obu grupach do$wiad-
czalnych w poréwnaniu z kontrolg. Nie stwierdzono takze wplywu prze-
grzania na pobieranie przez synaptosomy innych neurotransmiteréow:
dopaminy, noradrenaliny i serotoniny (tab. 5).

http://rcin.org.pl



H66 J. W. Lazarewicz i wsp.

Tabela 5. Wplyw przegrzania na pobieranie dopaminy (DA), noradrenaliny (NE) i serotoniny
(5-HT) w synaptosomach mozgu krolika
Table 5. Effect of hyperthermia on dopamine (DA), norepinephrine (NE) and serotonine (5-HT)
uptake in rabbit brain synaptosomes

Normotermia 3 godz.

Hipertermia po hipertermii
Neurotransmiter Hyperthermia Normothermia 3 h
Neurotransmitter after hyperthermia

pobieranie (% kontroli)
uptake (% of control)

DA 109,24+8,1 (5) 104,34+6,2 (5)
NE 102,1+4,8 (4) 103,7+4,2 (5)
5-HT 98,6--10,1 (5) 106,1-7,0 (5)

Synaptosomy inkubowane przez 5 min w temp. 30°C w s$rodowisku jonowym w obecno$c
0,4 uM neurotransmiteréw znakowanych 3H. Srednie + SD z iloci doswiadczen podanej w na-i
wiasach. Roznice migdzy $rednimi nie sa znamienne statystycznie (p > 0,05)

Synaptosomes were incubated for 5 min at 30°C in the ionic medium in the presence of 0.4 uM
neurotransmitters labeled with *H. Means + SD from the number of experiments given in paren-
heses. Differences between means are not statistically significant (p > 0.05)

OMOWIENIE

Zastosowany w tej pracy model doswiadczalny hipertermii polegaja-
cy na przetrzymywaniu krolikéw przez 3 godz. w komorze termicznej
o temperaturze powietrza okolo 40°C jest zgodny z warunkami do$wiad-
czen prowadzonych przez Plute (1984). Autor ten wykazal, ze tempera-
tura w moézgowiu kroélika wzrasta w czasie 3 godz. ekspozycji na prze-
grzanie z 37,6°C do 39,4°C w korze moézgu i do 41,9°C w podwzgoérzu
i nie ulega pelnej normalizacji w 4 godz. po przywréceniu prawidlowej
temperatury otoczenia.

Wyboér izolowanej frakeji zakonczen synaptycznych (synaptosomow)
moézgu jako przedmiotu badan wynika z faktu, ze frakcja ta zachowuje
liczne morfologiczne, metaboliczne i funkcjonalne wlasciwosci, charakte-
ryzujgce zakonczenia synaptyczne in situ (Whittaker 1969; Bradford
1973; Levi, Raiteri 1976). Wlasciwosci uzyskanej frakcji synaptosoméw
w duzej mierze zalezag od metody preparatyki. Stosowana w tej pracy
zmodyfikowana metoda Bootha i Clarka (1978) pozwala na izolacje sy-
naptosomoéw przewyzszajgcych homogennoscig i zachowaniem integral-
nosci metabolicznej frakcje synaptosomalne uzyskiwane innymi metoda-
mi (Deutsch, Rafalowska 1979; Rafalowska i wsp. 1980; Deutsch i wsp.
1981).

Przy interpretacji wynikéw badan prowadzonych na frakcjach ko-
moérkowych izolowanych w réznych stanach patologicznych nalezy
uwzgledni¢ mozliwo$¢ zmiany wlasciwosci sedymentacyjnych tych frak-
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cji i zmniejszonego ich odzysku lub zanieczyszczenia innymi frakcjami.
Efekt ten obserwowano w warunkach niedokrwienia moézgu (Rossowska,
Zalewska 1979; Pylova i wsp. 1986). Wyniki uzyskane w tej pracy nie
wykazaly zadnych zmian w rozkladzie biatka miedzy réznymi frakcjami
mozgu w hipertermii, co wskazuje na brak uchwytnych zaburzen we
wlasciwosciach fizykochemicznych biatek tych frakeji.

Ocene wplywu hipertermii na aktywno$¢ enzymoéw przeprowadzono
przez oznaczenia aktywnosci izocytrynianowej dehydrogenazy NADP-za-
leznej. Enzym ten wybrano do badan gléwnie dlatego, ze lokalizowany
on jest zaréwno we frakcji rozpuszczalnej, jak i partykularnej moézgu
(Rafalowska, Ksiezak 1976) i odgrywa kluczowg role w przemianach pod-
stawowego substratu metabolicznego, cytrynianu, jak réwniez w trans-
porcie ro6wnowaznikéw redukcyjnych przez blony mitochondrialne (Ra-
falowska 1976). Brak zmian w aktywnosci specyficznej i calkowitej tego
enzymu w warunkach hipertermii wskazuje na duza jego termostabil-
nos¢. Roéwniez brak przemieszezenia IDH NADP z mitochondriow do
cytosolu, ktére obserwowano np. w warunkach hipoksji (Rafalowska,
Gromek 1975), swiadczy o braku istotnych zmian w przepuszczalnosci
blony mitochondrialnej.

Badania prowadzone in vitro na izolowanych zakonczeniach synap-
tycznych dotyczace oddychania, nagromadzania wapnia oraz uwalniania
i nagromadzania neurotransmiteréw podjete zostaly z mys$lg o scharak-
teryzowaniu niektérych proceséw warunkujacych prawidlowy przebieg
neurotransmisji chemicznej. Wyniki badania wptywu hipertermii na od-
dychanie synaptosoméw mozgu krolika wskazujg na pobudzenie zuzycia
tlenu w obecnosci glukozy jako substratu metabolicznego. Przyspieszenie
oddychania moze by¢ zwigzane albo z rozprzezeniem oksydacyjnej fos-
forylacji albo tez przy zachowaniu sprzezen metabolicznych ze zwiek-
szonym zapotrzebowaniem na ATP. Za pierwszg ewentualnoscig prze-
mawiajg dane z piSmiennictwa, sugerujgce rozprzezenie oksydacyjnej
fosforylacji w mitochondriach mézgu w hipertermii (Gwo6zdz i wsp. 1970),
natomiast brak wplywu przegrzania na zuzycie tlenu w obecnosci bur-
sztynianu jako substratu oddechowego wydaje sie $wiadczy¢ o zachowa-
nym sprzezeniu mitochondriéw wewnatrzsynaptosomalnych. Zwiekszone
zapotrzebowanie hipertermicznych synaptosoméw na ATP mogloby sie
wigza¢ ze wzrostem przepuszczalnosci blon dla jonéw, zwlaszeza dla so-
du, wapnia, i z aktywacjg w tych warunkach odpowiednich ATPaz.
Hydroliza ATP i zwiekszona produkcja ADP oraz nagromadzanie wapnia
w mitochondriach synaptosomalnych moze z kolei stymulowaé oddycha-
nie. Efekt ten moze si¢ nie ujawni¢ przy maksymalnym pobudzeniu od-
dychania i produkcji ATP w obecnosm glukozy oraz bursztynianu jako
substratéow oddechowych.

Wykazane w tej pracy 40% pobudzenie spoczynkowego naplywu wa-
pnia do synaptosoméw w hipertermii wydaje sie przemawiaé za zabu-
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rzeniem barierowej funkecji blon synaptoplazmatycznych, biernym na-
plywem jonéw i aktywacja ATPaz jako przyczyng pobudzenia oddycha-
nia. Zwraca jednak uwage fakt, ze pobudzenie spoczynkowego wy-
chwytu *Ca wystepuje tylko w synaptosomach izolowanych z modzgu
krolika po 3 godz. hipertermii i jest catkowicie odwracalne po nastep-
nych 3 godz. normotermii. Nagromadzanie wapnia w $rodowisku wysoko-
potasowym, obrazujgce zalezny od depolaryzacji naplyw wapnia do sy-
naptosomoéw, nie ulega zmianie w hipertermii. Zgodnie z tg obserwacja
nie stwierdzono takze wplywu przegrzania na zalezne od depolaryzacji
i wapnia uwalnianie 3H-GABA z synaptosomoéw. Spontaniczny wyplyw
GABA z synaptosomoéw hipertermicznych nie byt takze w istotny sposéb
zmieniony. Na podstawie zwiekszonej dyfuzji %°Ca do synaptosoméw
mozna bylo raczej oczekiwaé¢ pobudzenia uwalniania GABA w tych wa-
runkach doswiadczalnych. Wydaje sie jednak, ze wewnatrzsynaptoso-
malne mechanizmy wigzgce wapn mogg skutecznie zapobiega¢ wzrostowi
aktywnosci tego jonu w cytoplazmie, gdy pobudzenie biernej dyfuzji
wapnia do komorek nie jest zbyt wielkie (Blaustein, Rasgado-Flores
1981). Sadzi¢ nalezy, ze mimo zwiekszonego spoczynkowego wnikania
wapnia do synaptosomoéw hipertermicznych poziom tego kationu w sy-
naptoplazmie nie osigga wartosci niezbednej do pobudzenia uwalniania
neurotransmiterow.

W obecnej pracy nie stwierdzono wplywu hipertermii na zdolno$é
frakcji synaptosoméw do nagromadzania neurotransmiteréw: GABA, do-
paminy, noradrenaliny i serotoniny. Obserwacja ta moze $wiadczyé
o braku glebszych zaburzen w metabolizmie energetycznym oraz réwno-
wadze. elektrolitowej w badanej frakcji. Wiadomo, ze zwrotny wychwyt
neurotransmiteréw jest procesem zaleznym od energii, potencjalu blono-
wego i gradientu stezen sodu (Pastuszko i wsp. 1982).

Uzyskane wyniki wskazuja na ograniczony charakter zmian czynno-
Sciowych synaptosoméw izolowanych z kory mézgu krolikéw poddanych
hipertermii. Zaobserwowano jedynie pobudzenie odychania i wzrost bier-
nego naplywu wapnia do synaptosoméw. Wyniki te swiadczg o pewnym
uposledzeniu barierowej funkcji blon synaptoplazmatycznych, ktére nie
rzutuje jednak na zdolno$¢ synaptosomdéw do uwalniania i zwrotnego
pobierania neurotransmiteréow. Wplyw 3 godz. przegrzania na wilasci-
wosei frakeji synaptosomoéw kory moézgu krélika byl wigc malo istotny.
Wyniki te nie $wiadczg o szczegélnej termolabilnosci zakonczen synap-
tycznych in wvivo. Jest to sprzeczne z opisang przez Whittakera (1969)
i obserwowang takze w naszej pracowni duzg wrazliwo$cig izolowanych
frakeji synaptosoméw na przegrzanie in wvitro. Sadzi¢é mozna, ze izolo-
wane frakcje sg bardziej labilne, podatniejsze na uszkadzajgce dzialanie
czynnikéw zewnetrznych, podczas gdy in vivo rozwijaja sie mechanizmy
adaptacyjne i kompensacyjne, chronigce kore przed nadmiernym prze-
grzaniem skuteczniej niz inne obszary mézgu (Samek, Szulc 1972; Pluta
1984).
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PROPERTIES OF BRAIN CORTEX NERVE ENDINGS ISOLATED
FROM RABBITS EXPOSED TO HYPERTHERMIA

Summary

The effect of hyperthermia in vivo on the synaptosomal fraction isolated from
the brain cortex was studied in rabbits exposed to 40°C for 3 h and after 3 h of
subsequent normothermia.

Hyperthermia appeared to be ineffective as regards protein distribution and the
specific activity of IDH NADP in synaptosomes and other brain subcellular frac-
tions. Hyperthermia did not change the respiration of synaptosomes with succinate,
whereas oxygen uptake in the presence of glucose was stimulated in both ex-
perimental groups by 30 or 40°%. respectively. There was a 40°) stimulation of
45Ca uptake by hypertherinic synaptosomes incubated in control conditions, but
their uptake of #Ca in depolarizing media did not differ from the control. Hy-
perthermia did not modify either spontaneous or depolarization-dependent SH-GABA
release and the uptake of SH-GABA, *H-dopamine, 3H-norepinephrine and 3H-sero-
tonine. Therefore, the results suggest a relative thermostability of the nerve end-
ings of rabbit brain cortex in situ. The mild functional disturbances observed
here did not affect processes basic for chemical transmission.

IT'MMEPTEPMUS U CBOMCTBA M30JIMPOBAHHBIX HEPBHBIX OKOHYAHUM
KOPbI MO3I'A KPOJIMKA

Pesome

MccnenoBanoch BIAMSHHE THIICPTEPMUU i vivo HAa CBOMCTBA ()paKLMM CHHANTO30MOB KOPBI
MO3ra KPOJIMKA HEMOCPEACTBEHHO MMOCe 3-4acOBOrO NEpPEerpeBaHusi KUBOTHBLIX B TeMIepaType
40°C u 3 yaca mocne OKOH4YaHMs reperpeBanus. IToka3aHo, YTO TMOEPTEPMHUSI HE M3MEHSET pac-
npenenenus Genka u creunduyeckoi akrusiocty IDH NADP B cuHanTo3oMax u gpyrux cy6-
KIeTOYHbIX (hpakumsx mo3ra. IleperpeBaHue He BIMSIO HA JbIXaHHE CHHANTO30MOB 3a CYET CyK-
LIMHATA, BMECTO 3TOr0 ynorpeGneHue KMCIOpOma B NMPUCYTCTBMM TIIHOKO3a B OOEHX IKCHEpUMEH-
TaJibHBIX rpynmax Obuto Bo30yxaeHo o 30 u 45% coorsercTBenHo. [leperpeBanue Boi3biBaet 40%,
nosblieHue ckorutenus **Ca cuHanTo3oMamu, HHKYGUPOBAHHLIMK B KOHTPOJILHOI cpene, Toraa
kax warpy3ka *°Ca B ycloBusX aenmonspu3almu He ObUTO MOTMUGMUMPOBAHA TUNEPTEPMUEH.
He obGnapyxeHo TakkKe BIMSIHUS MEpPErpeBaHusi HA CMNOHTAHHOE M 3aBHCHMOE OT EMOJISAPH-
3aumn ocsobokaenne *H—-GABA, a Takxke Ha HakoruileHue cuuanto3omamu “H—GABA,
3H—gonamuna, *H —wopaapenanuna u >H-—ceporonuna. ITony4éHHble pe3y/bTaThl CBHIE-
TEABCTBYIOT 00 OTHOCHTENIbHOM TEePMOCTAOMIIBHOCTA HEPBHBIX OKOHYaHMHl KOpbI MO3ra
Kposuka in situ. HabGmogaemple y IKCEPUMEHTATbHBIX JKHBOTHBIX HE3HAYHTENbHBIE (YHKUHO-
HaJTbHbIE HAPYUICHMS HE BJIMSUIM HA AKTUBHOCTb MPOLIECCOB, SBJISIFOLMXCS OCHOBOM XMMHYECKOMH
HEBPOTPAHCMHCCHH. ‘
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Alkyl derivatives of nitrosourea (BCNU, CCNU, MeCCNU) used in
oncologic chemotherapy are generally thought to be free of toxic effects
on the central nervous system, when applied in therapeutic doses (Young,
Posner 1979; Strian, Maurach 1981; Goldberg et al. 1982; Ilsen, Heiss
1985).

Our earlier studies have demonstrated that administration of BCNU
and CCNU to rats, in doses corresponding to those used in clinical prac-
tice, results in several morphological alterations in the brain (Maziarz,
Szczech 1984; Szczech, Godlewski 1986), precipitated most probably by
injury to cerebral blood vessels.

The observed alterations have provided grounds for undertaking the
present study, involving attempts -to appraise alterations in cerebral
blood vessels of the rat which appear as a result of multiple administra-
tion of alkyl nitrosourea derivatives.

MATERIAL AND METHODS

Studies were performed on adult Wistar rats of either sex, 260 to
400 g in body weight. Cytostatic drugs were given four times, at weekly
intervals, in doses resembling average doses used in oncologic chemo-
therapy. BCNU (Nitrumon, Simes, Italy) was given intraperitoneally in
deses of 7.5 mg, CCNU (CECENU, Bellon, France) was administered in-
tragastrically, in oil suspension, in doses of 2.5 mg and 5 mg (the last
dose). The experimental animals were divided into two groups; of which
one was used for studies on permeability of the blood-brain barrier,
while the other for estimation of histoenzymatic activity in cerebral

* Work supported by Polish Academy of Sciences (Grant No. 10.4.05.3.3).
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blood vessels. Control groups consisted of rats which received four one-
-week spaced intragastric doses of 1 ml cooking oil or intraperitoneal
injections of 0.5 ml saline.

Studies on permeability of blood-brain barrier

Seven days after administering the last dose of a cytostatic drug to
experimental rats and placebo to control rats, 1 ml of 2% Evans blue in
saline was injected into the femoral vein. Another group of experimental
and control animals received an injection into the femoral vein of 1 ml
bovine albumin (Sigma) labelled with fluorescein isothiocyanate (FITC,
Chemapol) according to the Clark and Shepard (1963) dialysis technique.
The solution contained 42.6 mg albumin per 1 ml and the fluorescein-
-albumin ratio, determined spectrophotometrically, was 1.2.

The animals were sacrificed 30 min after injection of the labels. The
brains were fixed in Baker’s solution at room temperature and embedded
in paraffin. The deparaffinated sections were mounted in glycerogel and
examined under a Fluoval fluorescence microscope (Carl Zeiss, Jena)
using an excitation filter B224g and restricting filter G249.

Histoenzymatic studies with application
of computer analysis of microscope images

The brains of experimental and control animals were fixed in Baker’s
solution for 16 h at 4°C. Enzymatic activity of cholinesterase (ChE, E.L.
3.1.1.8) was determined according th the technique of Koelle in the
modification of Gerebtzoff (1953). Duration of incubation at 37°C was
180 min. The sections were mounted in glycerogel and the relative area
occupied by blood vessels showing positive reaction for ChE was estima-
ted in the parietal cortex, lateral-dorsal part of the thalamus and in
corpus callosum.

Measurements were performed using the automatic microscope image
analyzer Morphoquant (Carl Zeiss, Jena) coupled to a KSR 4100 com-
puter (Agadshanian et al. 1977; Voss et al. 1979), under white light,
at 50 fields. The area of a single measuring field was 4200 um?2 The
results obtained in control and experimental sections were compared
using the non-parametric test of Kolmogorov-Smirnov (Gren 1982).

RESULTS

Studies on permeability of blood-brain barrier

In sections originating from brains of control animals given supra-
vitally Evans blue or albumin-FITC complex, intense fluorescence was
noted mainly in the blood vessel lumen and was related to morphotic
blood elements. Faint fluorescence was observed in the walls of larger
blood vessels (Fig. 1a) but their elastic membrane showed no fluores-
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Fig. la. Nonspecific weak fluorescence of basal értery wall in the rat brain from
contrel group. Evans blue. X 240

Ryc. la. Staba nieswoista fluorescencja $ciany tetnicy podstawnej mézgu szczura
grupy kontrolnej. Blekit Evansa. Pow. 240 X

Fig. 1b. Fluorescence, of* basal artery wall in the rat brain  after. administering
BCNU. Evans blue. X 240

Ryc. 1b. Fluorescencja $ciany tetnicy podstawnej mozgu szczura po podawaniu
BCNU. Blekit Evansa. Pow. 240 X
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Fig. 2. Flurescence of nerve cells in the dorsal pons region. Intense fluorescence
of erythrocytes in a small hemorrhagic focus and in the lumen of the 4th ventricle.
Rat given CCNU. FITC-albumin. X 240
Ryc. 2. Fluorescencja komérek nerwowych grzbietowej cze$ci mostu. Intensywna

fluorescencja erytrocytow w niewielkim ognisku krwotocznym i w $wietie IV ko-
mory. Szczur po CCNU. FITC-albumina. Pow. 240 X

Fig. 3. Fluorochrome passage to blood vessel surroundings. Parietal cortex. Rat
given BCNU. FITC-albumin. X 120
Ryc. 3. Przechodzenie fluorochromu do otoczenia naczyn krwionosnych. Kora cie-
mieniowa. Szezur- po BENU, FITC-albumina. Pow. 120 X
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Fluorescence of nervous cell cytoplasm in gyrus cinguli cortex. Rat given
BCNU. FITC-albumin. X 240

. Fluorescencja komorek nerwowych kory zakretu obreczy. Szczur po BCNU.
FITC-albumina. Pow. 240 X

Choroid plexus of the lateral ventricle. Fluorescence of epithelial cells.
Rat given BCNU. FITC-albumin. X 120

Splot naczyniowkowy komory bocznej moézgu. Fluorescencja komorek na-
blonkowych. Szczur po BCNU. FITC-albumina. Pow. 120 X
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cence. Occasionally the fluorescence was seen in the cytoplasm of in-
dividual neurocytes, mainly in the olfactory cortex and in hypothalamic
neurocytes, in the vicinity of the 3rd ventricle. In the cerebellum of
control rats faint fluorescence was seen in some Purkinje and granular
cells. In the choroid plexus, similarly to blood vessels, fluorescence ex-
hibited morphotic blood elements.

In both experimental groups, i.e. after administration of either BCNU
or CCNU, visible fluorochrome passage was noted beyond the vascular
bed into the surrounding nervous tissue. In large blood vessels, delicate
fluorescence encompassed the whole thickness of vascular walls and
was noticeable in the elastic membrane (Fig. 1b). In several regions of
the brain and brain ventricles, extravascular erythrocytes, strongly label-
led with fluorochromes were noted (Fig. 2). Penetration of FITC-labelled
albumin is illustrated in Fig. 3 while fluorescence of neurocyte cytoplasm
is exemplified in Fig. 4. Similarly to intracerebral blood vessels, the
choroid plexus in brain ventricles of experimental animals showed di-
stinctly increased permeability of the applied markers. The vascular
plexus of the 3rd ventricle after administrating Evans blue to experimen-
tal animals and staining with the label of the plexus epithelium cells and
of their connective tissue sublayer are shown in Fig. 5. A similar pheno-
menon was noted after injecting labelled albumin. In some experimental
animals, Evans blue passage to the white matter was noted with visible
fluorescence of transverse nerve fibers of the striatum and pons. No
differences were noted in alterations which would reflect the type of
the applied cytostatic drug.

Histoenzymatic studies with the use
of computer analysis of microscope images

In the control group the enzymatic reaction for cholinesterase was
present exclusively in the basal membrane of blood vessels. The enzyma-
tic reaction varied between different sites: the strongest reaction for
ChE was seen in blood vessels of subcortical structures. A less intense
reaction was observed in the corpus callosum, the pons, white matter of
the cerebellum and relatively last intense one, in the cerebral and cere-
bellar cortex.

In the two experimental groups, localization of the enzymatic reaction
for ChE corresponded to that of control animals. In comparison with
brain sections of control animals (Fig. 6), however, a greater number of
blood vessels showed a positive enzymatic reaction. In the thalamus
(Fig. 7), subthalamus, amygdaloid body and in the brain cortex, a more
dense network of blood vessels was seen and, in many of them, the
lumen was distended.

Results of estimating the relative area of blood vessels, showing po-
sitive histoenzymatic reaction for ChE are presented in Table 1. Multi-
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: 3 5 v FAERAe IR 7 SEEEE SUC S
Fig. 6. Enzymatic reaction for ChE. Thalamus. Rat of control group. X 320
Ryc. 6. Reakcja enzymatyczna dla ChE. Wzgérze. Szezur kontrolny. Pow. X 320

tion is more intense and present in a higher number of blood vessels. X 320

Ryc. 7. Reakcja enzymatyczna dla ChE. Wzgoérze. Szczur po CCNU. Odczyn enzy-
matyczny intensywniejszy i obecny w wiekszej liczbie naczyn krwiono$nych. Pow.
220 X
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ple administration of small, therapeutic-like doses of either BCNU or
CCNU induced an increase in relative area of blood vessels in all exami-
ned structures. In the cerebral cortex of the control group, blood vessels
occupied, on the average, an area of 10.6%, after administrating BCNU
— 14.9% and after CCNU — 13.9%. In the thalamus of control animals,
blood vessels with positive reaction for ChE occupied 9% of the exami-
ned fields, in the corpus callosum — 4.7%. Administration of cytostatic
drugs caused a significant increase in the fraction (Table 1). The highest
increase in the relative area of blood vessels was observed in the tha-
lamus of rats given BCNU. The area was more than twofold larger than
that in the control group.

Table 1. Relative surface area of blood vessels showing positive reaction for ChE, expressed in
percent of the arca of total measuring field
Tabela 1. Wzgledna powierzchnia naczyn krwiono$nych o dodatniej reakcji dla ChE, wyrazona
jako procent powierzchni catego pola pomiarowego

Control

BCNU CCNU
Kontrola

7 x SD X SD P x SD p
parietal cortex 10.6% 4.0 14.99% 3.3 ns 13.9% 3.2 ns
kora ciemieniowa
thalamus 909 29 19.89% 6.5 0.001 15.39%.. 4.5 .70.001
wzgorze
corpus callosum 4.7960 ¢ 2§ 7.99% i 12580001 8.0% 24 0.001
spoidlo wielkie

X — arithmetical mean for measurements made on 50 fields of 4200 pm? each,
X — $rednia arytmetyczna pomiaréw 50 pol o powierzchni 4200 pm? kazde,
SD — standard deviation,
— odchylenie standardowe,
— level of statistical significance for differences between control and experimental groups,
poziom istotnosci statystycznej roznic pomi¢dzy grupa kontrolng a doswiadczalna,
— insignificant alteration.
— zmiany nieistotne,

Rfee O
|

DISCUSSION

The histoenzymatic reaction for ChE is thought to represent the sta-
tus of the blood-brain barrier (Joo, Varkonyi 1969). An increase in the
reaction has been observed in several experimental models (Kozik et al.
1978; Kozik, Wigowska-Sowinska 1980) and interpreted as demonstrating
damage to the blood-brain barrier. In our studies, a significant increase
in the relative area occupied by blood vessels with positive reaction for
ChE points, moreover, to a distended vascular bed in the brain, stasis in
cerebral blood vessels and passive hyperemia in the brain. All these
phenomena worsen significantly the hemodynamic conditions of cerebral
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circulation. The prccess is not uniformly expressed in various brain
regions. The cerebral cortex, as compared with other examined struc-
tures (thalamus, corpus callosum), seems to be the least affected struc-
tures. Disturbances in cerebral circulation have been confirmed by the
presence of numerous extravascular erythrocytes, frequently penetrating
far from the vessels.

The applied fluorochrome-protein complex (Evans blue-albumin com-
plex formed in vivo and the administered FITC-albumin complex) do
not penetrate in normal conditions through the blcod-brain barrier. In
situations injuring normal function of the blood-brain barrier, like ex-
perimental ischemia (Ito et al. 1976), carbon monoxide intoxication (Rap
et al. 1974), acute experimental arterial hypertension (Johansson 1974;
Johansson, Linder 1974; Blomstrand et al. 1975) the labels penetrate to
perivascular spaces and accumulate in the cytoplasm of nerve cells.

However, the performed studies do not permit to establish the cha-
racter of metabolic changes provoked by administration of nitrosourea
derivatives which lead to lesions of the cerebral vascular system and to
increased permeability of the blood-brain barrier. The pattern of nitro-
sourea derivatives action is complex and multidirectional. The com-
pounds affect nucleic acid synthesis, mainly through nucleotide a'kylation
(Cheng et al. 1972; Goth, Rajewsky 1972; Jensen, Reed 1978), but also
owing to the increased frequency of errors in DNA replication and trans-
cription (Lowley et al. 1972), increased stability of DNA double helix
due to formation of transverse alkyl bridges linking nucleotide pairs
(Gombar et al. 1979). Nitrosourea derivatives alter also the protein struc-
ture, causing carbamoylation of its amino acids (Weinkam, Deen 1982).
The effects of the compounds on the hematopoietic system and serum
protein synthesis, manifested clinically by bone marrow depletion, ane-
mia, granulocytopenia and clotting disturbances (Carter, Newman 1968)
should also be kept in mind.

The results of studies here piesented confirm earlier observations
(Godlewski, Szczech 1985; Szczech, Godlewski 1986) that blocd vessel
lesion with accompanying dysfunction of the blood-brain barrier is
a primary alteration, precipitating further changes in the central nervous
system after administering nitsosourea derivatives. It is worth stressing
that the two examined cytostatic drugs affect cerebral blood vesse's to
the same extent.

CONCLUSIONS

1. Administration of cytostatic drugs of the nitresourea derivatives
group induces increased permeability of the blood-brain barrier, as mani-
fested by the passage of fluorochrome-albumin complex to the extra-
vascular space.
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2. BCNU and CCNU induce a topographically varlable increase in
cholinesterase activity in blood vessel walls.

3. Histoenzymatic alterations are more intense in ’subcortical struc-
tures than in the cerebral cortex. No significant differences have been
disclosed which would reflect the type of the applied cytostatic drug.

OCENA STANU NACZYN KRWIONOSNYCH MOZGU SZCZURA
PO PODAWANIU POCHODNYCH NITROZOMOCZNIKA

Streszczenie

Badania przeprowadzono na doroslych szczurach Wistar, ktérym podano czte-
rokrotnie w odstepach siedmiodniowych pochodne nitrozomocznika: BCNU (do-
otrzewnowo, jednorazowa dawka 7,5 mg) i CCNU (dozolgdkowo od 2,5 do 5 mg
jednorazowo). Zwierzeta usmiercano po tygodniu od podania ostatniej dawki leku.
Dla oceny stanu naczyn krwiono$nych podawano zwierzetom przyzyciowo wodny
roztwoér blekitu Evansa lub izotiocyjanin fluoresceiny sprzezony z albuming. Po-
nadto na skrawkach z moézgowia wykonano odczyn histeenzymatyczny dla choli-
nesterazy (ChE). Intensywno$¢ reakcji histoenzymatycznej oceniano ilo$ciowo przy
uzyciu automatycznej analizy obrazu mikroskopowego.

U szczurow doswiadczalnych stwierdzono znamienny statystycznie wzrost
wzglednej powierzchni naczyn krwionosnych o dodatnim odeczynie histoenzymatycz-
nym dla ChE we wzgoérzu i spoidle wielkim. W moézgowiu zwierzat doswiadczalnych
zaobserwowano ponadto zmiany $wiadczace o zwiekszonej przepuszczalnosct Scian
naczyn krwionosnych w postaci przenikania fluorochroméw poza $ciane naczyn
krwiono$nych, fluorescencji wiokien nerwowych i neurocytéw. Zmiany byly takie
same u zwierzat otrzymujacych BCNU, jak i CCNU.

Uzyskane wyniki mogg przemawia¢ za istotng rolg zaburzen w $cianie naczy-
niowej w powstawaniu zmian patologicznych w OUN pod wplywem cytostatykéow,
pochodnych nitrozomocznika.

OLUEHXA COCTOSIHMSA KPOBEHOCHbIX COCYJOB MO3I'A KPBIChI
IMNOCJIE MOJABAH!1A JEPUBATOB HUTPO30OMOYEBUHLI

Pe3ome

UccnenoBanus ObUIH OPO3EAEHBI Y B3POCIBIX KPBIC Wistar, KOTOPbIC MONY4usiu 4 pa3za, Kaxble
7 nmueit, gepuBaThl HUTpo3oMoueBuHbl: BCNU (BHYTpUNEpMTOHEAnbHAs pa3osasi go3a 7,5 mr)
u CCNU (B xemyaok, pa3osas go3a 2,5—5 mr). JKuBoTHbIe ObUtM YOUTHI B HEHENHO MOCIE TO-
crenHeit 103sl nekapersa. [Ipuxku3HeHHO ObUT NMOJAHHBIN BOJHBIA pacTBOp DBaHCOIAYy MM M30-
umanata (GayopocuenHa, coequHeHHbI ¢ anbbymMmHoM. Ha M0O3roBeix cpesax Obiia Takxke nmpowm3s-
BEIEeHA TUCTOIH3MMATHHYeCKasi peakimusi Ha Xomuuiactepasy (ChE). MHTEHCHBHOCTH TMCTOH3UMA-
THYECKOM peakuuy OLEHMBAJIACH KOJMYECTBEHHBIM METOAOM, MPH YHOTPeOieHHH aBTOMaTH4ec-
KOro aHajiM3a MMKPOCKOIMYECKOW KapTUHBI.

V IXCHepUMEHTAIbHbIX KPbIC ObLI0 OOHAPYXKEHO CTATICTHYECKM 3HAMEHATEIbHOE MOBBILIE-
HME OTHOCHUTEJIbHOM IOBSPXHOCTH KPOBEHOCHBIX COCYIOB C IMOJIOKHTCIBHOM THCTOIH3UMATHYEC-
xoii peakuueit Ha ChE B 3putenbHoM Oyrpe 1 B MO30IucTOM Tenie. B Mo3ry sxuBoTHbIX Habnromga-
JIMCh TaKKe M3MEHEHMsl, CBHIISTENIbCTBYIOUIME O MOBBLILIEHHOM MPOHMLAEMOCTH CT€H KPOBEHOC-
HBIX COCYZOB, NPOSBISIOUICHCS MPOHUKHOBEHHEM (UIFOOPOXPOMOB Ye€pe3 CTEHY KPOBESHOCHBIX CO-
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cy1n8, (GAOOPECUCHIMEH HEPBHBIX BOJIOKOH M KJAETOK. ViaveHennus ObLIM OJKMH 'KOBLIE Y KHBOT-
HbIX, KoTOopbkie nony4yriu BCNU wiu CCNU.

IMonyy€:npr2 pe3yabTaThl MOTYT YKa3biBaTh CYLUECTBEHHYIO DPOJIb HapylIeHHIl COCYIUCTOM

CTEHBI B BO3HMKHOB2HMHY B LEHTPAJIbHOII HCPBHOM CUCTEMS MATOJIOTHYECKUX M3MEHEHUN BbI3BaH-
HBIX LHHATOCTATLYE KHMHM ACPUBATAMH HHUTPO30MOYCBHHA.
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Zaburzenia ukladéw neuroprzekaznikowych odgrywajg istotng role
w patogenezie wielu choréb osrodkowego ukladu nerwowego (OUN).
Liczne badania neurochemiczne wykazaly, ze w chorobach ukladu poza-
piramidowego dochodzi do znaczgcych zmian stezen réznych substancji
neuroprzekaznikowych i ich metabolitéw w OUN, zréznicowanych w za-
leznosci od charakteru zespolu klinicznego (Bird 1978; Pycock 1978).
Wiadomo, ze w chorobie Parkinsona spada w moézgowiu zawartosé do-
paminy (Hornykiewicz 1966), a w plasawicy Huntingtona obniza si¢ po-
ziom GABA (Perry i wsp. 1973). Przyjety jest poglad, ze poziom HVA
w plynie moézgowo-rdzeniowym wskazuje na zawartos¢ dopaminy
w moézgowiu (Gottfries i wsp. 1971), a stezenie GABA w plynie moézgo-
wo-rdzeniowym wskazuje na aktywnos$é¢ ukladu GABAergicznego w OUN
(Manyam, Hare 1983). Badania doswiadczalne nad patomechanizmem
powstawania zespolu pozapiramidowego wykazaly, ze waznym czynni-
kiem wplywajacym na obecno$é objaw6éw neurologicznych jest zmiana
stosunku stezen dopaminy (DA) i GABA w mozgowiu (Kosicka i wsp.
1986).

Celem podjetych badan bylo ustalenie zalezno$ci pomiedzy poziomem
GABA i HVA w plynie mézgowo-rdzeniowym a obrazem klinicznym
w niektérych zespolach pozapiramidowych, z uwzglednieniem plci i wie-
ku chorych, wspélistniejgcych zmian miazdzycowych i leczenia.
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Badania przeprowadzono u 81 chorych hospitalizowanych w latach
1981—1985 w Klinice Neurologicznej II Wydzialu Lekarskiego AM
w Warszawie, w tym u 12 pacjentéw z chorobg Parkinsona bez innych
objawoéw uszkodzenia OUN lub z wspoélistniejgcg miazdzycag mozgu, u 34
chorych z zespolem parkinsonowskim w przebiegu miazdzycy moézgu
(tzw. parkinsonizm miazdzycowy), u 16 chorych z miazdzyca modzgu bez
zaburzen piramidowych, u 6 chorych z plgsawicg Huntingtona oraz u 3
chorych z lagodnym drzeniem samoistnym. Grupa chorych z miazdzyca
mozgu bez objawow pozapiramidowych stanowila kontrole dla pacjen-
tow z miazdzycg moézgu i towarzyszgcym zespolem parkinsonowskim
oraz material poréwnawczy dla badan nad zalezno$cig pomiedzy pozio-
mem GABA i HVA a wiekiem chorych. Ponadto kontrole dla wszystkich
grup chorych stanowilo 10 pacjentéw nie wykazujgcych organicznego
uszkodzenia OUN, traktowanych jako norma.

Wszyscy chorzy byli badani wedlug jednolitego schematu (tzw. karty
ogoélnomiazdzycowej), uwzgledniajgcego dokladny wywiad, badanie inter-
nistyczne, neurologiczne i psychologiczne. Rozpoznanie choroby Parkin-
sona, plgsawicy Huntingtona i lagodnego drzenia samoistnego opieralo
si¢ na ogo6lnie przyjetych kryteriach klinicznych.

Ustalono nastepujace kryteria dla oceny zmian miazdzycowych
w OUN:

a) naczyniowe chromanie moézgowe w wywiadzie i/lub obecno$¢ dys-
kretnych objawéw rozsianych neurologicznych, dla ktérych wystepowa-
nia nie znaleziono innej przyczyny niz miazdzyca. Nasilenie tych zmian
oceniano w skali punktéow od 1 do 3 (miazdzyca mata — 1 punkt, $sred-
nia — 2 punkty i duza — 3 punkty);

b) zmiany na dnie oczu o charakterze angiopatii miazdzycowej, okre-
Slane pod wzgledem zaawansowania od 1 do 3 punktow;

c) zesp6l psychoorganiczny o cechach otepienia miazdzycowego lub
starczego (brak mozliwosci zréznicowania lub zastosowania innych me-
tod badan) — stopien nasilenia punktowano od 1 do 3;

d) ocena na podstawie badania sekcyjnego, jako jedyna pewna me-
toda okreslajgca stopien zaawansowania zmian miazdzycowych: male
zmiany — 3 punkty, Srednie — 6 punktéw i duze — 9 punktow.

Objawy parkinsonowskie oceniano za pomocg karty opracowanej
przez grupe badawcza choréb pozapiramidowych Swiatowej Federacji
Neurologii (1978). Karta ta obejmowala ocene niesprawnosci stanu psy-
chicznego oraz tzw. profilu ruchu, okreslajgcego w czteropunktowej skali
stopien nasilenia objawéw pozapiramidowych (napiecie mies$ni i drzenie
glowy oraz konczyn, spowolnienie i ubéstwo ruchéw, zaburzenia chodu
i postawy, mowy i mimiki oraz obecno$¢ objawéw wegetatywnych). Mak-
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symalna liczba punktéw wynosita 49. Dla ujednolicenia oceny badania
byly prowadzone przez jedng osobe (dr med. M. Skrobisz).

W plasawicy Huntingtona oceniano rozkiad i nasilenie ruchéw mimo-
wolnych oraz nasilenie zespolu psychoorganicznego. Pacjentow klasyfi-
kowano wedlug pieciopunktowej skali Shoulsona i Fahna (1978), okres-
lajacej stopien sprawnosci zawodowej i zaangazowania w zyciu codzien-
nym.

Badania zalezno$ci pomiedzy poziomem GABA i HVA w plynie moéz-
gowo-rdzeniowym a zespolem pozapiramidowym przeprowadzono jedynie
w grupie chorych nie leczonych (68 przypadkéw z chorobag lub zespolem
Parkinsona).

Oznaczanie GABA i HVA w plynie moézgowo-rdzeniowym

Plyn moézgowo-rdzeniowy pobierano o stalej porze (godz. 10°°) w po-
zycji lezgcej na boku, z naklucia przestrzeni Ly — L; rdzenia kregowego,
po 12-godzinnym unieruchomieniu. Do badania pobierano 7 ml pilynu
(z pierwszych 10 ml). Natychmiast po pobraniu plyn zamrazano w mie-
szaninie suchego lodu z metanolem, a nastepnie poddawano liofilizacji.

Oznaczanie poziomu GABA wykonano metodg Lovego w modyfikacji
Suttona i Simmondsa (1974). Fluorescencje uzyskang w reakcji ninhydry-
nowej odczytywano w spektrofluorymetrze Aminco—Bowmana przy
dlugosciach fal 380 i 450 nm.

Oznaczanie stezenia HVA wykonano metodg Corrodi i Werdiniusa
w modyfikacji Farleya i wsp. (1977). Flurescencje wywolang za pomocyg
zelazicyjanku potasu odczytywano w spektrofluorymetrze Aminco—Bow-
mana przy dlugosciach fal 318 i 420 nm.

Do kazdej serii badan GABA i HVA wykonano krzywa standardowsg
oraz oznaczono standard wewnetrzny oraz $lepg probe. Poziom GABA
i HVA obliczano w nmolach/l. Otrzymane wyniki analizowano statys-
tycznie za pomocg testu t Studenta.

WYNIKI

‘Dane dotyczace wieku badanych grup chorych z zespolami pozapira-
midowymi oraz w normie zestawiono w tabeli 1. Wiek chorych z miaz-
dzycg moézgu w poréwnaniu z wiekiem pacjentéw z objawami pozapira-
midowymi choroba Parkinsona, plgsawica Huntingtona, lagodne drzenie
samoistne i parkinsonizm miazdzycowy byl znamiennie wyzszy w porow-
naniu z grupg przyjeta za norme. Grupy pacjentow z chorobg Parkinso-
na, plasawicg Huntingtona i z lagodnym drzeniem samoistnym byly re-
prezentowane przez ludzi mlodszych zaréwno w stosunku do chorych
z miazdzycg moézgu, jak réwniez do chorych z zespolem parkinsonowskim
w przebiegu miazdzycy.
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Tabela 1. Wiek chorych w poszczegblnych grupach
Table 1. Age of patients in particular groups

Liczba chorych Wiek

Lp. Grupa chorych Number of patients Age
No Group of patients Ogoélem Nie leczeni P Py
X+SEM
Total Nontreated
1. Norma 10 10 37,2424 122, 8,4,55,6
Norm < 0,01
a) mezezyzni 6 6 37,7+4,0 la:1b
men = 0,05
b) kobiety 4 4 48,3+1,2
women
2. Miazdzyca mozgu 16 16 73,6+2,3 <0,001 .2:3,5,6
Cerebral arterioscler. < 0,01
a) mezczyzni 9 9 70,8+3,5 2:4
men > 0,05
b) kobiety 7 7 77,14+1,9 2a:2b
women > 0,05
3.  Zespot parkinsonowski
choroba Parkinsona 74 5 54,6+2,6 < 0,001 3:24
Parkinsonian syndrome
Parkinson’s disease < 0,01
3286
> 0,05
4.  Zesp6t parkinsonowski
z miazdzyca moézgu 39 28 71,9419 < 0,001 4:2
Parkinsonian syndrome > 0,05
with arteriosclerosis 4:305, 6
a) mezczyzni 15 12 69.3+2,6 < 0,01
men 4a:4b
b) kobiety 24 16 73,542,7 > 0,05
women
5.  Plasawica Huntingtona 6 6 51,345,9 < 0,01 55274
Huntington’s chorea < 0,01
5:3,6
> 0,05
6. Lagodne drzenie samoistne 3 8 52,7459 < 0,01
Essential tremor
Razem 81 68
Total

Pn — prawdopodobienstwo obliczone wg testu 7-Studenta w poréwnaniu z norma
— probability between the norm and patient group calculated according to Student’s 7 test

Pb — prawdopodobienistwo obliczone wg testu 7-Studenta pomigdzy grupami badanych chorych
— probability between the groups of patients calculated according to Student’s 7 test
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W celu dokonania analizy statystycznej wplywu miazdzycy na po-
wstawanie zespolu parkinsonowskiego i badania réznicowego choroby
Parkinsona z parkinsonizmem miazdzycowym i innymi badanymi jed-
nostkami chorobowymi ukladu pozapiramidowego przyjeto nastepujacy
podzial materialu klinicznego: grupa A (bez wyodrebnienia jednostek
chorobowych) obejmowala zespdél parkinsonowski bez miazdzycy mézgu
i innych objawoéw uszkodzenia OUN, zespél parkinsonowski z towarzy-
szacg miazdzycg moézgu i miazdzyce moézgu bez zaburzen piramidowych
oraz grupa B — choroba Parkinsona bez wspolistniejacej miazdzycy
mozgu i u chorych z cechami zmian miazdzycowych, miazdzyca z to-
warzyszgcym zespolem parkinsonowskim (parkinsonizm miazdzycowy),
miazdzyca moézgu bez innych objawéw towarzyszacych, plasawica Hun-
tingtona i lagodne drzenie samoistne.

Analiza statystyczna wplywu miazdzycy na powstawanie zespolu
parkinsonowskiego i badania réznicowego choroby Parkinsona z parkin-
sonizmem miazdzycowym oraz z innymi badanymi jednostkami chorobo-
wymi ukladu pozapiramidowego zostala przedstawiona w tabelach 2a
i 2b. Jak wynika z przedstawionej tabeli 2a stwierdzono statystycznie
znamienne obnizenie stezenia GABA w plynie mézgowo-rdzeniowym
u pacjentéow z zespolem parkinsonowskim zaréwno z obecnoscig miaz-
dzycy moézgu, jak i bez cech miazdzycowych oraz w grupie chorych
z miazdzyca mézgu bez objawéw pozapiramidowych w poréwnaniu z nor-
mg: w grupie z miazdzyca moézgu okolo 28,3%, w zespole parkinsonow-
skim bez miazdzycy o 22,5%, w plasawicy Huntingtona o 42,2%, a w
grupie z lagodnym drzeniem samoistnym okolo 32,4%. Jedynie u chorych
z zespolem parkinsonowskim z miazdzycg nie uzyskano znaczgcej roz-
nicy, chociaz w podgrupie kobiet obnizenie poziomu GABA okolo 22,9%0
bylo statystycznie znamienne. Zanotowano, ze stezenie tego neuroprze-
kaznika u chorych z plasawica Huntingtona w poréwnaniu z grupa cho-
rych z zespolem parkinsonowskim i wspolistniejaca miazdzyca bylo zna-
miennie (ok. 30,7%). We wszystkich grupach i podgrupach stwierdzono
statystycznie znamienne obnizenie poziomu HVA w plynie mézgowo-
-rdzeniowym. Wzgledny stosunek GABA/HVA przyjety w normie za 1,
nie odbiegal znacznie od jedno$ci w grupie chorych z miazdzyca moézgu
1 w zespole parkinsonowskim bez miazdzycy, natomiast u chorych z ze-
spotem parkinsonowskim i miazdzycg moézgu wynosit 1,29.

W tabe'i 2b, uwzgledniajgcej podzial chorych wedlug jednostek cho-
robowych i jako kontrole grupe chorych z miazdzyca mézgu bez innych
wspolistniejacych objawoéw, wykazano, ze poziom GABA w plynie moéz-
gowo-rdzeniowym byl istotnie obnizony w poréwnaniu z normg we
wszystkich grupach chorych, z wyjatkiem grupy pacjentéw z parkinso-
nizmem miazdzycowym. W tej grupie spadek stezenia GABA o 8,1%
byt nie znaczacy. Poziom HVA w plynie moézgowo-rdzeniowym nie roznil
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Tabela 2a. Poziom GABA i HVA (nmole/l) w plynie mozgowo-rdzeniowym w poszczagolnych grupach chorych klasyfikowanych wg podzialu A

Table 2a. GABA and HVA concentrations (nmoles/l) in CSF in various groups of patients according to classification A

Liczba
Lp. Grupa chorych chorych T R GABA
No Group of patients Number i HVA
of patients ~ ¥+=SEM Pn Pb X+SEM Pn Pb
1. Norma 10 244,3+10,9 421,5+16,8 1
Norm
a) mezczyzni 6 241,54+15,5 la:1b 425,24-21,7 1
men > 0,05
b) kobiety 4 248,0+14,2 415,9+26,2 1
women
2. Miazdzyca mézgu 16 175,24-18,4 < 0,02 2:3,4,5 311,14-27,9 < 0,02 0,96
Cerebral arteriosclerosis > 0,05
a) mezczyzni 9 186,44-26,5 < 0,02 2a:2b 277,5+38,4 < 0,001 1,17
men > 0,05
b) kobiety 7 160,8 +25,1 < 0,01 335,2+33,1 < 0,05 0,80
women
3.  Zespo6l parkinsonowski bez
miazdzycy 5 189,3+18,7 < 0,02 3:224,5,%6 311,44+-32,4 < 0,01 1,05
Parkinsonian syndrome without > 0,05
arterioscler.,
4. Zespo6l parkinsonowski
z miazdzyca mozgu 28 203,5+13,9 > 0,05 4:5 271,94+17,7 1,29
Parkinsonian syndrome < 0,001

with arteriosclerosis

< 4:2,3,6
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a) mezezyzni 12 218,24+19,1 > 0,05 4a:4b 285,04-24,3 < 0,001 1,35
men > 0,05
b) kobiety 16 191,64-19,2 < 0,05 261,54-24,9 < 0,001 1,22
women
Plasawica Huntingtona 6 141,0+£26,2 < 0,001 5:4 269,2+-47,4 < 0,01 0,90
Huntington’s chorea < 0,001
Fagodne drzenie samoistne 3 164,04-3,4 <0,001 6:2,34,5 262,9+71,3 < 0,01 1,09
Essential tremor > 0,05

Py, P, — objasnieniaw tabeli 1.
Pbs Pn — explanation in Table 1.

GABA — w stosunku do normy = 1

HVA — in relation to the norm = 1
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Tabela 2b. Poziom GABA i HVA (nmole/l) w plynie mézgowo-rdzeniowym w poszczegblnych grupach chorych klasyfikowanych wg podziatu B
Table 2b. GABA and HVA concentrations (nmoles/l) in CSF in various groups of patients according to classification B

it GABA HVA
Lp. Grupa chorych chorych GABA
No Group of patients Number HVA
of patients ~ X4-SEM Pn Pb X+SEM Pn Pb
1. Norma 10 244,3+10,9 421,54+16,8 1
Norm
2. Miazdzyca mozgu 16 175,24+-18,4 < 0,02 311,1427,9 < 0,02 0,96
Cerebral arteriosclerosis
3. Choroba Parkinsona 12 173,24-15,7 < 0,01 283,84-24,3 < 0,01 1,05
Parkinson’s disease
4. Miazdzyca mozgu z zespolem
parkinsonowskim 21 224,44-16,2 > 0,05 4:5 268,14-20,9 < 0,001 1,43
_ Cerebral arteriosclerosis with <0,001 . ;
‘ parkinsonian syndrome
5. Plgsawica Huntingtona 6 141,1+£26,2 < 0,001 | 269,24+474 < 0,01 0,9
Huntington’s chorea
6. Lagodne drzenic samoistne 3 1640434 < 0,001 262,9+71,3 < 0,01 1,09

Essential tremor

Objasnienia w tabeli 2a.
Explanations in Table 2a.
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HVA i GABA w zespolach pozapiramidowych 593

si¢ znamiennie w stosunku do normy w zadnej z badanych grup. Wzgled-
ny wskaznik GABA/HVA utrzymywal si¢ na poziomie zblizonym do 1,
z wyjatkiem grupy chorych z zespolem parkinsonowskim w przebiegu
miazdzycy ze wskaznikiem 1,43.

Zawarte w tabeli 3 dane dotyczace stezen GABA i HVA w plynie
mézgowo-rdzeniowym u chorych z miazdzycg moézgu w zaleznosci od
stopnia zmian miazdzycowych (mala, $rednia i duza miazdzyca) nie wy-
kazaly istotnych réznic w stezeniu tych substancji, a wzgledny wskaznik
GABA/HVA byl zblizony do normy.

Tabela 3. Stgzenie GABA i HVA (nmole/l) w plynie mézgowo-rdzeniowym u chorych z miazdzyca
mozgu w zaleznosci od nasilenia zmian miazdzycowych

Table 3. GABA and HVA concentrations (nmoles/l) in CSF of patients with cerebral arterio-
sclerosis according to intensity of arteriosclerotic changes

WIek ‘ 3 ; \

Miazdzyca moz x
1 i y P gu chorych GABA HVA GABA
bing Cere' ral Age L #+SEM P xziSEM P HVA
arteriosclerosis of patients - ] . |
%+SEM
1. Mala (1-3 punkty) = 76519 4 14024386 28574238 081
Mild (1—3 points) ;
2. Srednia (4—6 punktow) 63,9:£7,0 8 19074225 3015425, L
Moderate (4— 6 points) ;
3. Duza (7—9 punktéow)  71,34+3,9 4 179,24-381 324,2483,8 0,95

Severe (7—9 points)

p — roznice pomigdzy grupami statystycznie nieznamienne
The differences between the groups of patients are statistically insignificant.

Przedstawiona w tabeli 4 analiza statystyczna stezen, GABA i HVA
w plynie mézgowo-rdzeniowym u chorych z zespolem parkinsonowskim
z miazdzycg i bez miazdzycy moézgu (wg podziatlu A) i réznicowania cho-
roby Parkinsona z parkinsonizmem miazdzycowym (wg podzialu B),
z uwzglednieniem nasilenia objawéw pozapiramidowych, nie wykazal
istotnych réznic. Stwierdzono natomiast wyzszy wzgledny wskaznik ste-
zen GABA/HVA w grupie chorych z miazdzyca i objawami parkinsonow-
skimi w poréwnaniu z grupg chorych z zespolem parkinsonowskim bez
miazdzycy (wg podzialu A) i wyzszy u chorych z parkinsonizmem miaz-
dzycowym niz u chorych z chorobg Parkinsona.

Dane dotyczace stezen GABA i HVA w plynie mézgowo-rdzeniowym
u chorych z zespolem parkinsonowskim i miazdzycg mézgu w zalezno$ci
od stopnia zmian miazdzycowych z uwzglednieniem nasilenia objawo6w
pozapiramidowych, zawarte w tabeli 5, nie wykazuja statystycznie istot-
nych réznic pomiedzy badanymi grupami. Zaobserwowano natomiast
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Tabela 4. Poziom GABA i HVA (nmole/l) w plynie mézgowo-rdzeniowym u chorych z objawami parkinsonowskimi w zaleznosci od nasilenia zespotu
pozapiramidowego (wg podzialu A i B)
Table 4. GABA and HVA concentrations (nmoles/l) in CSF of patients with parkinsonian syndrome according to intensity of extrapyramidal symptoms

Stopien nasilenia

Grupa chorych Wiek | objewdw nsurcl GABA HVA GABA
G gl Age Degree of neurol. HVA
roups of patients symptoms
X+SEM X+SEM X+ SEM P X+ SEM P
A.
Zesp6t parkinsonowski bez innych objawow
Parkinsonian syndrome only 54,6+2,6 14,24-0,9 5 189,3+18,7 311,44-32,3 1,05
Miazdzyca mozgu z objawami > 0,05 > 0,05
parkinsonowskimi 71,9419 17,8+1,3 28 203,5413,9 271,9417,7 1,29
Cerebral arteriosclerisis with parkinsonian
syndrome
B.
Choroba Parkinsona 61,24+3,1 17,44+1,6 12 173,19+15,7 283,84+-24,3 1,0
Parkinsons’ disease > 0,05 > 0,05
Zespdl parkinsonowski z miazdzyca 73,74+2,0 17,1+1,5 21 224,44-16,2 168 14+209 1,43

Parkinsonian syndrome with arteriosclerosis
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HVA i GABA w zespolach pozapiramidowych 595

Tabela 5. Stezenie GABA i HVA (nmole/l) w plynie mézgowo-rdzeniowym u chorych z zespotem
parkinsonowskim i miazdzyca moézgu w zaleznosci od stopnia zmian miazdzycowych
Table 5. GABA and HVA concentration (nmoles/l) in CSF of patients with parkinsonian syndrome
and cerebral arteriosclerosis according to intensity of arteriosclerotic changes

7Stopier'1 nasilenia
Wiek obj. pozapirami-

Miazds ’
Fas azcézyca mozgu chorych dow.ych it g GABA
erebral Age Intensity of
No. arteriosclerosis of patients’ extrapyramidal HVA
symptoms
X+SEM X+SEM X+SEM ¥+SEM
1. Mala (1—3 punkty) 69,6-+-2.8 17,2421 181,14+-18,6 284,24-22,2 1,10
Mild (1—3 points) U
2. Srednia (4—6 punktow) 68,3+2.9 16,4+1,7 211,1420,1 272,04+-35,8 1,34
Moderate (4—6 points) n=2=38
3. Duza (7—9 punktow) 77,8 +3,1 20,04-2,3 233,14+32,6 254,84-35,8 1,57
Severe (7—9 points) n=2_8
Zespol pozapiramidowy: stabo nasilony — ponizej 15 punktow

umiarkowanie nasilony 16—25 punktow
bardzo nasilony — powyzej 25 punktow

Extrapyramidal syndrome: mild — below 15 points
moderate — 16—25 points
severe — above 25 points

p — statystycznie nieznamienne

— without statistical significance.

stopniowe narastanie stosunku stezen GABA/HVA w poréwnaniu z nor-
mg od 1,1 u chorych z miazdzycg malg, do 1,34 w grupie chorych z miaz-
dzycg sredniego stopnia i 1,57 u chorych z duzymi zmianami miazdzy-
cowymi.

Analiza zmian stezen GABA i HVA w plynie mézgowo-rdzeniowym
u chorych z zespolem parkinsonowskim i miazdzycg moézgu w zaleznosci
od nasilenia objawéw pozapiramidowych (tab. 6) nie wykazala pomiedzy
badanymi grupami statystycznie istotnych réznic. Nie zaobserwowano
rowniez zalezno$ci pomiedzy wysokoscig wskaznika GABA/HVA a na-
sileniem objawéw pozapiramidowych.

W tabeli 7 zestawiono wyniki stezen GABA i HVA w plynie moéz-
gowo-rdzeniowym w grupie chorych nie leczonych i leczonych. U cho-
rych leczonych stwierdzono statystycznie znamienny spadek poziomu
GABA (20,1%) w poréwnaniu do grupy chorych nie leczonych. Przyrost
stezenia HVA (o 9,2%) byl nieznamienny. Wzgledny wskaznik GABA/
/HVA wynosil w grupie chorych leczonych i nie leczonych odpowiednio
1,26 i 0,91.
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Tabela 6. Stezenie GABA i HVA (nmole/l) w plynie mézgowo-rdzeniowym u chorych z zespolem parkinsonowskim i miazdzyca mézgu w zaleznosci od

nasilenia objawow pozapiramidowych

Table 6. GABA and HVA concentrations (nmoles/l) in CSF of patients with parkinsonian”syndrome and:cerebral arteriosclerosis according to intensity

of extrapyramidal symptoms

Stopient zmian

Nasilenie zespotu .
Wiek chorych iazds
pozspiramidowego " azms miskdzycowych 2 GABA HVA GAGA
Intensity of < g :)e.gref of - By
extrapyramidal syndrome grstoneIEoN
x¥+SEM X+SEM X+SEM P X+SEM P
1—15 punktéow 71,3+2,5 3,94+0.4 14 211,8+19,1 259,54-26,8 1,41
points
16—25 punktow 74,3+3,0 5,44-0,9 10 177,74£21,0 >0,05 233,04-32,0 > 0,05 1:31
points
powyzej 25 punktoéw 68,0+6,2 55+1,7 4 232,2433,3 297,04-38,0 1,34

above 25 points
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Tabela 7. Poziom GABA i HVA (nmole/l) w plynie mézgowo-rdzeniowym u chorych z zespotem
parkinsonowskim nie leczonych i leczonych

Table 7. GABA and HVA concentrations (nmoles/l) in CSF of non treated and treated patients

with parkinsonian syndrome

Grupa chorych Wiek GABA HVA GABA

Group Age n p R HVA
of patients ¥+SEM X+SEM ¥+SEM
Nie leczeni 69,3420 33  201,24+12,1 276,01-15,8 1,26
Non treated < 0,05 > 0,05
Leczeni 67,8+2,3 12 160,7+16,3 302,04-33,3 0,91
Treated
OMOWIENIE

Mimo przyjetego pogladu, ze poziomy GABA i HVA w plynie mézgo-
wo-rdzeniowym odzwierciedlajg zawarto$¢ tych substancji w moézgowiu
odnosi sie wrazenie, ze w badanych przypadkach stwierdzone w plynie
mébzgowo-rdzeniowym stezenia GABA i HVA nie obrazuja w pelni ist-
niejacych zmian w ukladzie GABA- i dopaminergicznym w mozgowiu.
W przeprowadzonych badaniach stwierdziliSmy spadek zawarto$ci GABA
i HVA zaréwno w zespolach parkinsonowskich, jak i w plgsawicy Hun-
tingtona oraz u os6b w podeszlym wieku z objawami miazdzycy.

Wiadomo, ze w chorobie lub zespole Parkinsona, w wyniku zmian
w obrebie szlakéw dopaminergicznych, a przede wszystkim w warstwie
zbitej istoty czarnej, dochodzi do obnizenia zawartosci dopaminy na
skutek zahamowania jej syntezy badZz nadmiernego rozpadu (Hornykie-
wicz 1966; Mc Geer 1973). Uwaza sie, ze w plasawicy Huntingtona,
w ktorej proces uszkadzajgcy obejmuje przede wszystkim jadro ogonias-
te i receptory GABA — dopaminergiczne warstwy siateczkowatej istoty
czarnej, niedobor dotyczy gléwnie GABA w wyniku obnizenia jego bio-
syntezy na etapie katalizowanym przez dekarboksylaze glutaminianowg
(GAD) (Perry i wsp. 1973; Stahl, Swanson 1974; Bird 1978). Dane z pi$-
miennictwa na temat zachowania sie pozioméw GABA i HVA w ptynie
mozgowo-rdzeniowym w zespolach parkinsonowskich oraz w plgsawicy
Huntingtona sg na og6t zgodne co do obnizenia poziomu HVA i GABA
w parkinsonizmie, a samego GABA w plasawicy Huntingtona (Johansson,
Roos 1965, 1967; Glaeser, Hare 1975; Manyam i wsp. 1978; Enna i wsp.
1977; Manyam 1983), chociaz odmienne obserwacje nie nalezg do rzad-
kosci. Kuroda i wsp. (1982) stwierdzili np. istotny spadek poziomu GABA
w chorobie Parkinsona, natomiast w plasawicy Huntingtona jego stezenie
bylo obnizone nieznamiennie. Z kolei Schmidt i Loschner (1982) nie zna-
lezli obnizenia poziomu GABA w chorobie Parkinsona. Stwierdzono tak-
ze spadek HVA w plgsawicy Huntingtona (Curzon i wsp. 1972). Wyniki
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dotyczgce poziomu HVA i/lub GABA w innych chorobach OUN sg row-
niez rozbiezne.

Czestos¢ wystepowania obnizonego poziomu GABA i HVA w réznych
chorobach ukladu nerwowego oraz rozbieznos¢ wynikéw badan sklania-
ja do rozwazenia, czy stezenia badanych neuroprzekaznikéw i ich meta-
bolitéw w plynie moézgowo-rdzeniowym istotnie odzwierciedlajg zmiany
strukturalne i czynnosciowe zwigzane z oceniang chorobg. Wiadomo, ze
na stezenie tych zwigzkéw wplywa wiele czynnikéw, do ktérych miedzy
innymi nalezy ple¢ i wiek chorych. Tak np. Gottfries i wsp. (1971) stwier-
dzili wzrost poziomu HVA wraz z wiekiem, podczas gdy inni (Andersson,
Roos 1969) nie znajdowali réznic w stezeniu tego zwigzku zaleznych od
wieku, badz nawet stwierdzali jego obnizenie w wieku starszym (Gott-
fries i wsp. 1969). Przewaza poglad, ze GABA w plynie moézgowo-rdze-
niowym nie ulega zmianom zaleznym od plci i wieku (Schmidt, Loschner
1982, Kuroda i wsp. 1982), niemniej niektérzy autorzy twierdza, ze obni-
za sie jego stezenie w miare starzenia sie, szczegélnie u kobiet (Hare
i wsp. 1982, Manyam i wsp. 1983). Jak wykazaly nasze badania, w grupie
0s6b w $rednim wieku, bez objawéw uszkodzenia OUN, poziomy GABA
i HVA nie roéznily sie u kobiet i mezczyzn. U ludzi starszych z objawami
miazdzycy OUN poziom obu tych zwigzkéw byl obnizony, niezaleznie od
pici.

Brak zaleznosci pomiedzy stopniem nasilenia zmian miazdzycowych
a wartosciami pozioméw GABA i HVA moga sugerowac role innego, nie
naczyniopochodnego czynnika w obnizeniu stezenia tych substancji, np.
proces zanikowy moézgu (Ashcroft, Sharman 1960) badz obecnosci choro-
by wspolistniejagcej, jak nadcisnienie tetnicze lub cukrzyca. Istnieje po-
glad, ze w miazdzycy moézgu z zespolem parkinsonowskim niekonieczna
jest obecnos¢ ognisk naczyniopochodnych i zmian w $cianach naczyn
w obrebie istoty czarnej, a nawet przyjmuje sie, ze okolonaczyniowe
uszkodzenie tkanki, a w szczegdlnosci szlakéw dopaminergicznych, moze
zachodzi¢ na skutek zaburzen w przepuszczalnosci matych naczyn krwio-
nosnych, stanowigc wczesne stadium uszkodzenia zwojéw podstawy (Den-
ny-Brown 1962).

Jest powszechnie wiadomo, ze jednym z podstawowych warunkéw
wiarygodnosci wynikéw poziomu neuroprzekaznikow w plynie mézgowo-
-rdzeniowym jest S$cisle przestrzeganie szeregu zalecen metodycznych.
Dotyczy to przede wszystkim stalego czasu pobierania probki ptynu moéz-
gowo-rdzeniowego ze wzgledu na dobowy rytm wydzielania substancji
przekaznikowych, okreslonej porcji plynu (w réznych cze$ciach uktadu
plynowego sa odmienne stezenia substancji neuroprzekaznikowych), usta-
lonej pozycji chorego podczas pobierania plynu, uprzedniego unierucho-
mienia pacjenta na okres kilku godzin oraz odstawienia lekéw (Johans-
son, Roos 1967, 1975; Anderson i wsp. 1981). W prowadzonych badaniach
staraliSmy sie zachowaé¢ odpowiednie warunki pobierania plynu. Material
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nasz moze byé jednak obcigzony bledem wynikajacym z pobierania przez
pacjentéw lekéw odwadniajgcych, nasercowych czy przeciwcukrzyco-
wych oraz ze wzgledu na wspolistniejgce choroby, jak nadcis$nienie te-
tnicze i cukrzyca.

Ocena wzglednego wskaznika stezen GABA/HVA we wszystkich ba-
danych grupach nie wykazala wyraznych zmian w poréwnaniu z norma,
z wyjatkiem grupy z parkinsonizmem miazdzycowym, w ktérej wykryto
przewage ukladu GABAergicznego nad dopaminergicznym. W grupie
tej stwierdzono rowniez, ze w miare nasilenia stopnia miazdzycy nara-
stala przewaga ukladu GABAergicznego. Znalezione réznice miedzy cho-
robg Parkinsona a zespolem parkinsonowskim wspoélistniejacym z miaz-
dzyca moézgu moga wskazywaé na odrebnosé tych zespoléw, byé moze
zwigzang z roézna topografia i rozlegloscig uszkodzen szlakéw dopami-
nergicznych. Obserwacje morfologiczne wskazuja, ze w zespole parkin-
sonowskim z miazdizyca moézgu zmiany okotonaczyniowe (stan zatoko-
waty i sitowaty) nie wykazuja predylekcji do istoty czarnej, lecz dotycza
gtownie skorupy i gatki bladej. Stwierdzono réwniez, ze zmiany stezen
neuroprzekaznikéw zaleza réwniez od stopnia uszkodzenia odpowiedniej
struktury moézgowia (Bernheimer i wsp. 1973). Mozna przypuszczaé, ze
narastanie zmian miazdzycowych prowadzi do nasilenia zaburzen w prze-
puszczalnosci naczyn i powodujac wieksze uszkodzenie tkanki okolona-
czyniowej moézgu, moze prowadzi¢ jako dodatkowy czynnik do rozwoju
zespolu parkinsonowskiego (Denny-Brown 1962).

Poréwnanie grupy chorych z zespolem parkinsonowskim nie leczo-
nych z grupa chorych otrzymujacych leki antycholinergiczne i pochodne
L-DOPA wykazalo u tych ostatnich znaczgce obnizenie poziomu GABA,
niewielki przyrost HVA oraz normalizacje wzglednego wskaznika GABA/
/HVA w plynie mézgowo-rdzeniowym. Obserwacje te zgodne sg z wy-
nikami innych autoréw (Abbot i wsp. 1982).

WNIOSKI

1. Stezenia GABA i HVA w plynie mézgowo-rdzeniowym sg zna-
miennie nizsze u ludzi w starszym wieku z objawami miazdzycy mozgu
w poréwnaniu do oséb w wieku srednim.

2. W chorobie Parkinsona, w plasawicy Huntingtona i w lagodnym
drzeniu samoistnym stwierdzono znamienne obnizenie poziomu GABA
i HVA w ptynie moézgowo-rdzeniowym chorych. W miazdzycy ze wspél-
istniejgcym zespolem parkinsonowskim obnizenie poziomu GABA i HVA
bylo nieznamienne.

3. W grupie chorych z miazdzyca i wspoélistniejacym zespolem par-
kinsonowskim stwierdzono przesuniecie proporcji stezen GABA/HVA
w kierunku przewagi ukladu GABAergicznego, w pozostalych grupach
chorych wskaznik stezen GABA/HVA byl zblizony do normy.
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4. Roéznice w stopniu obnizenia poziomu GABA i HVA i ich wzajem-
nych proporcji pomiedzy choroba Parkinsona i miazdzycg moézgu z zespo-
lem parkinsonowskim mogg wskazywaé¢ na odmienng topografie uszko-
dzen w szlakach dopaminergicznych i réznice w ich nasileniu.

5. Nie stwierdzono zaleznosci pomiedzy nasileniem objawoéw parkin-
sonowskich a zawartoscia GABA i HVA w plynie mézgowo-rdzeniowym.

6. U chorych z objawami parkinsonowskimi leczonymi preparatami
antycholinergicznymi lub pochodnymi L-Dopa stwierdzono znaczace
obnizenie poziomu GABA, niewielki przyrost HVA oraz normalizacje
stosunku GABA/HVA w plynie mézgowo-rdzeniowym.

HOMOVANILIC ACID (HVA) AND GAMMA-AMINOBUTYRIC ACID (GABA)
LEVELS IN CSF OF PATIENTS WITH EXTRAPYRAMIDAL SYNDROMES

Summary

GABA and HVA concentrations were measured in CSF of 12 patients with
and without cerebral arteriosclerosis, in 34 patients with cerebral arteriosclerosis
and parkinsonian syndrome, in 16 patients with cerebral arteriosclerosis without
extrapyramidal symptoms, in 6 patients with Huntington’s chorea and in 3 pa-
tients with essential tremor as well as in 10 patients without signs of organic
brain damage serving as a norm.

Clinical studies comprised internal, neurological, and psychological evaluation
of the patients and presence of signs of cerebral arteriosclerosis.

Statistically significant decrease of the GABA and HVA concentrations in the
CSF were found in all groups of the patients with extrapyramidal syndromes with
an exception of parkinsonian syndrome accompanied by cerebral arteriosclerosis.
In the latter the decrease of the HVA level and the change of GABA/HVA ratio
in direction of GABAergic system prevalence were stated. In the remaining patients
the GABA/HVA ratio was similar to the norm. The differences of the GABA and
HVA concentrations in the CSF between the patients with Parkinson’s disease
and the patients with arteriosclerotic parkinsonian syndrome may be connected
with different topography and various intensity of lesions in both pathological
entities.

Most pronounced decrease of the GABA concentration was found in Hunting-
ton’s chorea, in which the level of HVA was decreased and the ratio of GABA/HVA
was unchanged. No dependence was established between the intensity of extra-
pyramidal signs and the GABA and HVA concentration. Treatment with anti-
parkinsonian drugs lead to significant decrease of the GABA concentration, to
slight increase of the HVA level and to normalization of the GABA/HVA ratio.

OLIEHKA VPOBHSI TOMOBAHMJIMHOBOM KMUCJIOTHI (HVA)
U TAMMA-AMUHOMACJIOBOM KUCJIOTBI (GABA)
B CIMAHHO-MO3I'OBOM XUJAKOCTU ¥V BOJIbHBIX C SKCTPAIMMPAMMW/IHLIM
CUHJIPOMOM

Pe3ome

O6o3navancs yposenb GABA m HVA B CIMHHO-MO3TOBOM KHIKOCTH (C.-M. XK.) Y OOJIbHBIX
c Gonesnro IMapkuncona (7 ciy4aeB), C apTePUOCKIEPOTHYECKUM INAPKMHCOHOBBIM CHHIPOMOM
(39 cayuaes), ¢ apTeprockiepo3oM mo3ra (16 ciyyaes), xopeeit I'yutunrrona (6 ciy4aes), ¢ camo-
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OBITHBIM JOOPOKaYeCTBEHHBIM ApOkKanueM (3 ciyyas) ¥ B IpynIe T. HA3. HOPMBI, TO €CTh Yy 60Jb-
HBIX 63 OpraHM4yecKoro HapyLeHMs] UEeHTPaJbHOI HepBHOM cucTemsl (10 ciyyaes). Knunuueckue
obcnenoBaHus OOHMMANIKM COCTOSIHME BHYTPEHHMX OPraHOB, HEBPOMATOJOTHYECKHE M MCHXOJIOTH-
YECKHE HCCIIC0BAHMSI.

VY GONBHBIX C apTEPUOCKIEPO30M MO3ra M BO BCEX MCCIIEHOBAHHBIX rpynnax OOJIBHBIX C 3KC-
TPanHupPaMHIHBIMA PACCTPOMCTBAMM, 332 MCKIIOYEHWEM NaPKMHCOHOBCKOTO CHHIPOMA C apTEPHO-
CKJIEPO30M MO3ra, ObI10 0OHAPYKEHO 3HAMEHATEILHOE CTATHCTHYECKOE MOoHMKeHne yposHsi GABA
u HVA B c.-M. x. B MapxMHCOHOBCKOM CHHJPOME C apTePHOCKIEPO30M TOHHXKAETCH YPOBEHB
HVA B cm-m. k. u xoapdummesr GABAHVA mnepeiBuraercst mo HarmpaBJIeHUH MPEBOCXOJICTBA
raba-3pruveckoil CUCTeMbl. B OCTalbHBIX rpynnax 6onbHbIX oTHOWEHHE KoHuentpaunn GABA/
HVA npubmmxaercs x Hopm. Pasumua B crenenu nonmwkenus yposusi GABA m HVA 1 BCOOTHO-
LIEHUM MX KOHUEHTpauuu B Gone3nuu [TapkuHCOHA M apTEPHOCKIIEPOTHIECKOM HMAPKHHCOHOBCKOM
CHH/IPOME MOTYT BO3HMKATb M3 JPYroif TOmorpadum M pa3sHOro HACHIJICHHS TKAHEBBIX ITOBPEKIE-
HRit B 9THX Gomesusx. Camoe Gombinoe monmxkenue yposHs GABA Gbuto oOHapykeHO B Xopee
I'yntuarrona. ITonwxenuio ypoBusi GABA conyrcTBoBajio NOHWXKeHHe KoHueHTpaunu HVA;
otHouienue koHueéHtpauuu GABA/HVA He m3menusioch. He Obino 3aBHCHMOCTH MEXKIYy HACH-
JIEHMEM THPAMHUIHLIX paccTpoilctB a conepxaumeM GABA u HVA B c.-Mm. k. IIpoTHBONapKuH-
COHOBCKHE JISKAPCTBEHHBIE CPEICTBA BEAYT K 3HAYUTEILHOMY MOHMKEeHHIO ypoBHS GABA, HeGoIb-
mwomMy yeenmyenuto HVA u nopmamuszauum otHourenusi GABA/HVA B CiMHHO-MO3TOBOM XKHJI-
KOCTH.
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