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ADAM KUNICKI

PHENOMENON OF TUMOR REGRESSION
IN THE CENTRAL NERVOUS SYSTEM

Medical Research Centre, Polish Academy of Sciences, Warszawa

In 1974, a conference devoted to the problem of spontaneous re-
gression of cancer was held in Baltimore. Tumor regression was defined
as its partial or complete disappearance in the absence of any treatment
or in the presence of therapy considered by modern standards as greatly
inadequate. It is not required that regression be permanent, because it
appeared that the explanation of temporary regression would be just
as important as the cause of a permanent one. It was considered that
retardation or inhibition of growth belong perhaps to the same category
of phenomena.

In the oppening address Cole (1976) presented 176 examples of spon-
taneous regression of cancer published in the world medical literature
from 1900—1960 and added to these numerous cases from his own col-
lection and those of his colleagues. The four most common classes of
tumors in which regression was observed, were carcinoma of the kidney
(31), neuroblastoma (29), malignant melanoma (19), and choriocarcinoma
(19). In the collection presented by Cole carcinomas of 18 organs were
represented. The only tumors of neurcectodermal origin were neurobla-
stomas of the sympathetic nervous system, that is tumors originating
and growing outside the central nervous system. No proven specific
cause of tumor regression was presented but it was postulated that the
following mechanisms could be taken into consideration: immunologic
reaction, elimination of carcinogens, trauma (altering the antigen-anti-
body relationship), hormones, irradiation, fever, drugs or chemicals.
Immunologic reactions seem to offer the best explanation of the pheno-
menon and the role of humoral immunity seems to be more impressive
than that of cellular immunity.

In this report I will try to show that the behaviour of some tumors
of the central nervous system can be also interpreted as a phenomenon
of spontaneous regression of neoplasms.

http://rcin.org.pl



2 A. Kunicki

Brain stem gliomas

In many reported groups of patients treated either by irradiation
alone or combined with surgical decompression there are some patients
who recover from their illness and regain the ability to lead a useful
life for many years. Pierce (1950) reported that 5 out of 15 patients sur-
vived as long as 13 years after irradiation. Patrick and al. (1958) in
a collection of 24 cases observed a mean survival time of 9 months, but
the survival of three patients was 3, 5 and 13 years. Redmond (1961)
stated that out of 30 patients irradiated 7 were alive in very good,
condition for 5 years or longer. Olivecrona (1967) mentioned that among
26 cases of gliomas of the medulla oblongata treated by decompression
and not subjected to irradiation there were 7 patients who lived 10—
20 years. Out of 71 patients reported by Buchard (1966) 3 lived and
were self-dependent for over 20 years. Three patients described by
Hoffman (1980) survived for 7, 8, 15 years after partial removal of the
tumor combined with postoperative irradiation. Five patients who were
not subjected to postoperative irradiation have been under CT obser-
vation for 1—5 years and in no case was expansion of the tumor noted.
To these cases I have added the description of three other cases verified
surgically and histopathologically (1983). In two patients a clinical cure
was achieved by partial removal of the tumor and subsequent irradia-
tion. One of these patients is still employed in a public library, 32 years
after the operation and the second is also profesionally active 25 years
after the operation. She is married and has a 5-year-old son. In the
third case a biopsy specimen was taken for examination, surgical de-
compression was performed and no radiation therapy was applied. Twen-
ty three years after the operation the patient died suddenly of heart
infarction. It may be concluded from the quoted reports that a small
number of patients treated for brain stem tumor by irradiation alone
or combined with surgical decompression, or by surgical decompression
and no irradiation regain the ability to lead a useful life for many
years although the therapy is considered greatly inadequate by modern
standards.

Supra- and infratentorial gliomas

Late recurrence of supratentioral and infratentioral gliomas can
be also regarded as the result of temporary inhibition of tumor growth.
Olivecrona (1950) reported that in his material recurrence of oligoden-
drogliomas usually appeared 2—3 years after the operation, but in one
case the second operation was performed 11 years after the removal
of the primary tumor. In one case treated by Horrax (1950) operation
for recurrence was caried out 27 years after the first surgical interven-
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tion. Bucy (1968) presented a follow-up of cerebellar tumors operated
on by P. Bailey. In some cases useful survival lasted more than 30 years
although the tumor had not been completely removed. Bernel (1972)
reported two cases of late recurrence in a child of cerebellar astrocy-
toma 28 years after the. operation. Budka (1979) described malignant
evolution of a child’s cerebellar astrocytoma 28 years after the opera-
tion. In a series of 292 cerebellar astrocytomas revieved by Kunicki and
Czerwinski (1980) late recurrence of the tumor in two cases took place
11 and 24 years after the operation.

It is difficult to present a univocal explanation of the above quoted
facts. One can speculate that after the primary tumor had been erar
dicated the second tumor may be a new growth without any connection
with the tumor which had been removed many years before. The second
conception admits that there really is recurrence of the primary tumor.
It is impossible to prove which alternative is true, but it is easier to
accept the existence in the brain tissue of dormant neoplastic cells the
ability of which to multiply was inhibited by immunological or other
factors. In the majority of tumors infiltrating the brain, presumably
total removal is never or very rarely microscopically total. The situation
can be similar to that in general oncology in which, according to Weiss
(1976), dissemination of tumor cells and their long persistence in the,
tissues of patients with surgiealy cured cancer are perhaps more the
rule than the exception. It can be also true in regard to the tumors of
glial origin.

Neurinoma of the acoustic nerve

Cushing used to remove acoustic tumors “intracapsularly’” what means
that what is called the capsule of the tumor, which in reality is its
part, was left in situ. Similarly, the stalk of the tumor in the porus
accusticus internus may have been left behind and was the possible
cause of recurrence. In spite of this, about 25% of 176 cases of his
series were alive without serious disability 5 to 25 years after the ope-
ration. German (1961) in the follow-up study of Cushing’s patients points
out that 24 patients from this series were still alive 30 years after the
operation. If we subtract from this number 11 patients with “nearly
total” extirpation the remaining 13 patients were alive 30 years after
an incomplete operation. Kunicki and Wicentowicz (1971) reported
follow-up of 125 patients operated on for acoustic tumor. In 28 cases the
tumor was only partially removed. Nine patients of this group were
alive and well 5, 6,.,8, 11, 12, 13, 15, and 28 yéars after the operation.
One patient, belonging to this group presented a history of arterial
hypertension and heart failure before operation. At the time of neuro-
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4 A. Kunicki

surgical intervention, it was necessary to shorten the operation because
of cardiovascular insufficiency, so only part of the tumor was removed.
The patient recovered well, regained his working capacity as director
of an important Medical Institution and held this post for 28 years
until his death of heart infarction. Olivecrona (1950) reported 59 survi-
vors after incomplete removal of the tumor. The average survival of
25 patients of this group was 13 years and 12 patients considered them-
selves to be completely well with full earning capacity. Four patients
have been followed-up for an average of 19.5 years. The author came
to the conclusion that “some acoustic tumors grow imperceptibly or
cease to grow after incomplete removal”. Pennybacker and Cairns (1950)
reported that 40 of 85 patients after an intracapsular operation were
known to be at full work or leading normal life up to 10 years after
operation.

Meningiomas

In our own material of meningiomas temporary growth inhibition or
retardation has been manifested by late recurrence 10, 20 years and
even more after the operation of the primary tumor. It is true that we
must take into consideration the origin of the second tumor from a new
nest unnoticed during the first operation, but it is also difficult to reject
the possibility that the tumor originates from microscopic clusters of
neoplastic cells left in the wall of a venous sinus, in the bed of the
tumor or at its attachement. The fate of these cells is dependent on
many factors: their proliferation ability, local conditions favourable or
not for cell proliferation (blood supply) and on immunological activity
of the host. It is assumed that immunological factors are most important
for regression of tumor remnants. Regrowth of the tumor from micro-
scopical clusters of cells would in such conditions indicate weakness
of the immune response.

It is proved by the above quoted data that among tumors of the
central nervous system, belonging to the benign grup, the phenomenon
of regression or temporary growth inhibition does exist. The immuno-
logical reaction of the host is regarded as being the most important
factor responsible for permanent or temporary growth inhibition of the
tumor. On the grounds of this conclusion it seems justifed to formulate
the following recomendation: After removal of a tumor which reccurs
according to clinical experience, stimulation of the immune reaction by
means of various vaccines (BCG) or other methods used in oncology
should be applied. It is particularly indicated when, in the operators
opinion, the tumor had been completely removed, because in such a si-
tuation the possibility of destroying the small, microscopical tumor
remnants by immunological factors is especially high.
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ZJAWISKO REGRESJI GUZOW OSRODKOWEGO UKEADU NERWOWEGO

Streszczenie

Rozpatrzenie odleglych wynikéw leczenia lagodnych guzbéw osrodkowego ukla-
du nerwowego sklania do przekonania, Ze niektére z nich ulegajg regresji, zwol-
nieniu lub zahamowaniu wzrostu przy leczeniu, ktére u wigkszosci pacjentéw bywa
nieskuteczne. Zjawisko to stwierdzono w przypadku guzéw pnia moébzgu, glejakéw
nad- i podnamiotowych, guzéw nerwu VIII i oponiakéw. Przyczyny tego zjawiska
moga byé zapewne roézne, lecz wéréd nich odpornos$é przeciwnowotworowa, jesli
nawet nie jest jedyng przyczyng, jest tg wlasnie, na ktérg mozemy czynnie zadzia-
la¢ przez stosowanie §rodké6w pobudzajgcych w postaci BCG lub innych zalecanych
przez onkologie. Wydaje sie stluszne zalecenie takiego postepowania po tzw. dosz-
czetnym usunieciu guza, z my$la o zniszczeniu mikroskopowych pozostalosci guza
w przyczepie, tozysku lub w tkance narzgdu.

SABJIEHUE PETPECCUU OITYXOJIEM ILIEHTPAJIbHOM HEPBHOW CUCTEMBI

Pe3ome

PaccMoTpenne OTHaNEHHBIX PE3YIbTATOB JICYEHMS HE3JIOKAYECTBEHHBIX ONMyXOJNel LEHTpPallb-
HOI{ HEPBHOM CHCTEMBI IPABOIMT K YOEKIEHUIO, YTO HEKOTOPHIE M3 HUX MOABEPralOTCs PErPECCHy,
3aMe/VIEHHIO WJIM 3aTOPMAXHBAHUIO POCTA B pe3yJbTaTe JICYeHHs, KOTOpoe Y OonbIIMHCTBA ma-
1MEeHTOB Ob110 HedddekTuBHbIM. SIBNEHME 3TO OOHApPYXKEHO B Cly4asix OMyXoJieil CTBOJA MO3ra,
TJIMOM HaJ- ¥ NOoAnanaToyunslx, omyxomnei VIII mepsa m MeHmHTHOM. BEpOosiTHO, MPHYHMHEI 3TOTO
SIBJICHUSL MOTYT OBITH Pa3MYHBIMH, OQHAKO, CPEOM HHX NMPOTHBOOMYXOJIEBOH MMMYHMTET, €CIIH
M HE ABISAETCS €IUHCTBEHHOW NPUYMHOMN, €CTh HMEHHO TOM, Ha KOTOPYIO MOXKHA aKTHBHO IIOJEH-
CTBOBAaTh, MCHOIB3Yys BO30yxmaroumke cpercrtsa B popme BCG wimm Apyrux, peKOMEHIYEMBIX
onkosorueif. ITpeacraBiusercs NpaBuIbHOW PEKOMEHIAUMS TAKOTO JEHUCTBUS IOCIE T. H. IOJHOTO
YIaJIeHUs! OIYXONM B LENsX YHHYTOXKEHHS MAKPOCKOTIMYECKHX OCTATKOB OIYXOJIM B MECTE €€ IpH-
KEPIIJICHHA, JIOKE HMIIA TKAHW OpPTraHa.
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PRZEMYSEAW NOWACKI

POCHODZENIE I LOKALIZACJA KOMOREK BIALACZKOWYCH
W OSRODKOWYM UKLADZIE NERWOWYM
W BIALACZKACH NIELIMFOBLASTYCZNYCH U DOROSLYCH

Klinika Neurologii Instytutu Chor6b Ukladu Nerwowego i Narzadéw Zmysléw
Pomorskiej Akademii Medycznej, Szczecin

Ze wzrostem zachorowalnosci na bialaczki zwigkszyla sie czestosé
wystepowania naciekéw bialaczkowych w o$rodkowym ukladzie ner-
wowym (OUN) (Nies i wsp. 1965; Cyklis i wsp. 1971). Zadaniem Litte-
rala i Malmuda (1955) nacieki bialaczkowe w OUN s3g skutkiem miej-
scowego powstawania i rozmnazania si¢ komorek bialaczkowych w tkan-
kach pochodzacych ze srodkowego listka zarodkowego. Inni autorzy
sadzg, ze komorki bialaczkowe docierajg do mézgu i rdzenia przez cigg-
to$¢ ze szpiku kosci czaszki oraz kregéow (Dibley i wsp. 1975; Azzarelli,
Roesman 1977). Istnieje wreszcie teoria, wedlug ktérej nacieki w OUN
pochodzg z komoérek bialaczkowych krgzgcych we krwi i przedostajg-
cych sie z naczyn do tkanki nerwowej (Freireich i wsp. 1960; Shaw
i wsp. 1960; Nowacki i wsp. 1982). Na takie pochodzenie komoérek bia-
taczkowych w OUN moze wskazywaé¢ wieksza ilo§¢é naciekéw w prze-
strzeniach okotonaczyniowych i tkance nerwowej w przypadkach z wy-
sokg leukocytozg we krwi.

Nie jest wyjasnione rowniez zjawisko rozprzestrzeniania si¢ komoérek
bialaczkowych w OUN. Niektorzy autorzy sadza, ze komorki te wyka-
zuja zdolno$¢ wedréwki wzdluz przydanki naczyn z ognisk hematopoezy
(Price 1979) lub przechodzenia poprzez S$ciane naczynia z jego $wiata
(Hoagland, Perry 1979). West i wsp. (1972) oraz Rokicka-Milewska (1974)
sadzg, ze komorki bialaczkowe wydostajg sie poza naczynia wylacznie
w przypadku skazy krwotocznej.

Nie ma tez zgodnej opinii co do okresu choroby, w ktéorym komorki
bialaczkowe gromadza sie w OUN. West i wsp. (1972) sadza, ze przeni-
kajg one do ukladu nerwowego w poczatkowym okresie choroby. Tar-
taglia (1973) wskazuje na mozliwos¢ gromadzenia si¢ ich w réznych jej
fazach, a Nadel i Nelson uwazaja, ze wystepujg one tu dopiero w kon-
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8 P. Nowacki

cowym okresie w wyniku zalamania si¢ mechanizméw obronnych ukla-
du nerwowego.

Celem przeprowadzonych badan byla préba lepszego poznania me-
chanizméw gromadzenia si¢ i zachowania komérek bialaczkowych w méz-
gowiu i oponach migkkich oraz zwigzku tych zjawisk z okre§lonym sta-
dium choroby.

MATERIAL I METODY

Badania wykonano u 100 oséb obojga plci w wieku 17—74 lata (x =
= 40,7 lat) zmarlych w Klinice Hematologii PAM z powodu bialaczki
w latach 1976—1984. U 63 os6b rozpoznano ostra bialaczke mielobla-
styczng, a u 13 — ostrg biataczke mielomonocytows, @ u 24 — przelom
blastyczny przewleklej bialaczki szpikowej (PBPBS). Podzial bialaczek
wedlug FAB (France-American-British Group) (Bennett i wsp. 1976)
zostal wprowadzony w Klinice w 1984 r., a prawie caly material zostat
zebrany w okresie wczesniejszym, tak wiec w obecnym opracowaniu,
podzialu tego nie zastosowano.

Przyjeto podzial na grupy przypadkéw w zaleznosci od tego, w kté-
rym okresie choroby leukocytoza we krwi osiggala lub przekraczala
50 G/L: grupa A — wzrost leukocytozy w poczatkowym okresie cho-
roby (13 chorych), grupa B — w srodkowym okresie choroby (10 cho-
rych), grupa C — w koncowym okresie choroby !gcznie z dniem zgonu
chorego (25 chorych), grupa D — przez caly czas trwania choroby
(22 chorych). W grupie E zawarto przypadki (30), w ktérych leukocytoza
nie przekraczala 20 G/L.

Material utrwalono w 8% roztworze formaliny. Preparaty z blocz-
koéw parafinowych barwiono hematoksyling-eozyng (H—E), fioletem
krezylu (FK) oraz wedlug metod Heidenhaina i Holzera. W celu uzy-
skania poréwnywalnych wynikéw badania neuropatologicznego wprowa-
dzono nastepujgce oznaczenia: Leukostaza — +++ leukostaza we
wszystkich naczyniach powodujaca catkowite zamkniecie ich $wiatla,
+ + leukostaza w wiekszosci naczyn powodujgca catkowite lub czescio-
we zamkniecie ich $wiatla, + leukostaza w pojedynczych naczyniach,
powodujaca czesciowe zamkniecie ich $wiatla. Okolonaczyniowe
nacieki biataczkowe — +++ nacieki wypekliajgce przynaj-
mniej polowe przestrzeni okolonaczyniowej w wielu okolicach OUN,
+ -+ nacieki zajmujgce mniej niz polowe przestrzeni okolonaczyniowej,
wystepujace w kilku okolicach OUN, + nacieki skladajgce sie z kilku
do kilkunastu komoérek wokél pojedynczych naczyn. Nacieki bia-
laczkowe przekraczajagce okolonaczyniowg bariere
glejowg — ++ ponad 3 nacieki w jednym przypadku, + 1—3 na-
ciekéw w jednym przypadku. Nacieki biatlaczkowe woponach
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miekkich — +++ geste nacieki wystepujace réwnomiernie w opo-
nach i jamie podpajeczynoéwkowej, + + wyrazne nacieki, zageszczajgce
sie lub wystepujace wylgcznie woko6t naczyn oponowych, + drobne na-
cieki wokot pojedynczych naczyn oponowych.

Weryfikacje statystyczng przeprowadzono za pomocg testu porow-
nujacego czestosci — dla dwu prob niezaleznych (Goéralski 1976).

WYNIKI

1. Typ\bialaczki a obecnos$¢ komorek bialaczkowych w mozgowiu i opo-
nach miekkich

Stwierdzono czestsze, jednak statystycznie nieistotne, wystepowanie
naciekéw bialaczkowych w moézgowiu i oponach miekkich chorych zmar-
tych z powodu PBPBS, niz u chorych zmarlych z powodu ostrej bia-
faczki mieloblastycznej i ostrej biataczki mielomonocytowej.

II. Wysokos¢ leukocytozy we krwi pod koniec zycia chorego a nasilenie
leukostazy w mozgowiu i oponach miekkich

Leukostaza w mozgowiu i oponach miekkich byla tym wyraZniejsza,
im wyzsza byla leukocytoza we krwi pod koniec zycia chorego, przy
czym w przypadkach z leukocytoza do 15 G/L leukostazy nie obserwo-
wano. Najwyrazniej leukostaza wystepowala w jadrach podstawy i w
istocie bialej kresomoézgowia, najrzadziej w opuszce. Leukostaza byly
objete glownie naczynia wlosowate i drobne naczynia zylne. W tetnicach
leukostaza pojawiala sie¢ dopiero przy bardzo wysokiej leukocytozie
(tab. 1).

ITII. Czas utrzymywania sie wysokiej leukocytozy w okresie bezposred-
nio poprzedzajagcym zgon chorego a nasilenie leukostazy w mozgo-
wiu i oponach migkkich

Nasilenie leukostazy w moézgowiu i oponach migkkich bylo nie tylko
tym wyzsze im wyzsza byla leukocytoza, ale takze wykazywalo zalez-
nos¢ od czasu jej utrzymywania sie (tab. 2).

IV. Nasilenie leukostazy, a rodzaj i nasilenie naciekéw biataczkowych
W moézgowiu

Najczestszym zjawiskiem w moézgowiu byla leukostaza (ryc. 1). Oko-
lonaczyniowe nacieki bialaczkowe (ryc. 2, 3, 4) spotykano rzadziej, a na-
cieki przekraczajgce okolonaczyniowg bariere glejowa (ryc. 5) zaledwie
w 4 przypadkach. Nacieki byly s$cisle zwigzane z nasileniem leukostazy,
w zadnym z przypadkéw nie wystepowaly bez jej obecnosci (tab. 3).
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Tabela 1. Wysokos$¢ leukocytozy we krwi pod koniec zycia chorego, a nasilenie leukostazy w mézgowiu i oponach migkkich
Table 1. Leukocytosis in peripheral blood at the end of patient’s life in relation to intensity of leukostasis in brain and leptomeninges

=
Leukostaza w naczyniach
Leukostasis in blood vessels
Rozmieszczenie?) - : L
Distribution?) $rednica najczesciej zajg-
Leukocytoza nasilenie!) typ nac?ﬁ > tych r;.aczyﬁ
Leukocytosis . sliy kresoméz- j. podsta: i, type o iameter of most
G/L —— gowie ‘ pbasal " most opuszka mbzdzek op9ny vessels  frequently occupied vessels
2 pons medulla cerebellum meninges
telencephalon  ganglia (m)
16.—50. 0 11 1 I 111 v 11T wlosowate
= capillary 10—-30
wlosowate
51.—100. 4+ I I I v 11 I capillary 10—30
e zylne do 50 —
venous z
wlosowate 8—-30 S
Sl capillary §
101.—200. et 11 I 1T v II I zylne do 70 (8
2 venous
tetnicze do 50
. arterial
Ponad 200. ++ 4 réwnomierna we wszystkich strukturach wszystkie naczynia
Above 200. uniform in all structures all vessels
) + — leukostaza w pojedynczych naczyniach

leukostasis in single blood vessels
++ — leukostaza w wigkszosci naczyn z catkowitym lub czeSciowym zamknigciem ich $wiatla
leukostasis in majority of blood vessels with whole or partially closed lumen
+++ — leukostaza we wszystkich naczyniach z calkowitym zamknigciem ich $wiatla
leukostasis in all blood vessels with totally closed lumen
2) Cyfry rzymskie oznaczaja kolejno$¢ okolic pod wzgledem nasilenia w nich leukostazy. Jednakowe cyfry w rzedach oznaczaja, ze w danych okolicach
leukostaza wystegpowala w podobnym nasileniu 4 g
Roman numerals indicate sequence of regions in respeigtm%éggmdﬂggbglsis. Identical numerals in rows indicate that in those regions
leukostasis was of similar intensity
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Tabela 2. Czas utrzymywania si¢ wysokiej leukocytozy w okresie bezposrednio poprzedzajacym
zgon chorego, a leukocytoza w moézgowiu i oponach migkkich
Table 2. Duration period of high leukocytosis directly preceeding patient’s death in relation to
loukocytosis in the brain and leptomeninges

Leukocytoza A g 2 ) 1
Leukocytosis Czas utrzymywania si¢ podwyzszonej leukocytozy Nasilenie leukostazy')
G/L Duration of high leukocytosis Intensity of leukostasis')

51.—100. krotszy niz 5 dni 0; +
101.—200. shorter than 5 days b e g
51.—100. dluzszy niz S dni A ke o
101.—200. longer than 5 days el

Ponad 200. ;

Above 200. +++

') Objasnienia w tab. 1
Explanations in Tab. 1 C

V. Leukostaza w naczyniach opon miekkich moézgowia, a oponowe na-
cieki bialaczkowe

Komoérki bialaczkowe w oponach miekkich wystepowaly w 52 przy-
padkach. W 13 z nich (25%) obserwowano tylko leukostaze. W 27 przy-
padkach (51,9%0) stwierdzono nacieki bialaczkowe i leukostaze, przy
czym w 8 przypadkach (15,4%0) nasilenie naciekéw bylo wieksze niz

N :

r e A 5 > ”

?{‘;:ﬁr (0 %S. £

Ryc. 1. Leukostaza powodujgca zamkniecie wszystkich widocznych naczyn. Fiolet
krezylu. Pow. 63 X

Fig. 1. Leukostasis leading to lumen obliteration of all visible vessels. Cresyl violet.
X 63

Ryc. 2. Gesty naciek bialaczkowy wypeklniajacy szczelnie poszerzong przestrzen
okolonaczyniows, ostro odgraniczony od tkanki nerwowej. W naczyniu leukostaza.
H—E. Pow, 100 X
Fig. 2. Thick leukemic infiltration filling up perivascular space, sharply delineated
from nerve tissue. Leukostasis in blood vessel. H—E. X 100
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Ryc. 3. Podobny obraz morfologlczny komoérek blalaczkowych W naczyniu (dolna
cze$é ryciny) i w nacieku okotonaczyniowym. Fiolet krezylu. Pow. 240 X

Fig. 3. Similar morpholog1ca1 picture of leukemic cells in blood vessel (bottom of
the Figure) and in perivascular infiltration. Cresyl violet. X 240

Ryc. 4. Komoérki bialaczkowe przenikajgce przez $ciane naczynia (strzalki) do prze-
strzeni okolonaczyniowej, gdzie tworzg naciek. H—E. Pow. 240 X

Fig. 4. Leukemic cells penetrating through vascular wall (arrows) into perivascular
space forming there infiltration. H—E. X 240.

leukostazy. Nacieki bialaczkowe bez towarzyszacej im leukostazy obser-
wowano w 8 przypadkach (15,4%), w 2 sposrdd nich nasilenie naciekow
oceniono na +++ (ryec. 6). Stwierdzono, ze w kazdym przypadku z na-
ciekami bialaczkowymi bez leukostazy wystepowal przynajmniej przej-
sciowy wyrazny wzrost leukocytozy w réznych okresach choroby.

Ryc. 5. Naciek bla}aczkowy przekraczajacy gleJowa bariere okolonaczyniowg. H—E.
Pow. 100 X

Fig. 5. Leukemic infiltration exceeding perivascular glial membrane. H—E. X 100
Ryc. 6. Gesty naciek bialaczkowy w oponach migkkich bez wspoélistniejacej leuko-
stazy. Fiolet krezylu. Pow. 100 X

Fig. 6. Thick leukemic infiltration in leptomeninges without concomitant leukosta-
sis. Cresyl violet. X 100



Komoérki bialaczkowe w OUN ‘ 13

Tabela 3. Nasilenie leukostazy, a rodzaj i nasilenie naciekow bialaczkowych w moézgowiu
Table 3. Intensity of leukostasis in relation to the character and intensity of leukemic infiltrations
in the brain

Nacieki biataczkowe

Leukemic infiltrations __ skupiska komorek
Nasilenie 4 w krwotokach i ich  bialaczkowych
leukostazy przekraczajfgce bezposrednim w krwotokach
Intensity of okolonaczyniowe oko'lonaczyn‘lowa sgsiedztwie agglomerations
leukostasis perivascular barlerQ' glejoxya in hemorrhages of leukemic cells
exceedm.g perl-. and their close in hemorrhages
vascular gllal barrier vicinity
0 nieobecne nieobecne nieobecne nieobecne
lack lack lack lack
e nieobecne nieobecne nieobecne obecne
lub + lack lack present
lack or +
Sleats nieobecne nieobecne nieobecne obecne
lub + lack lack present
lack or +
i S s = e oy obecne nieobecne
present lack

Nacieki okolonaczyniowe: + — wokol pojedynczych naczyn. skiadajace si¢ z kilkunastu
komorek; ++ — w licznych strukturach, wypelniajace mniej niz polowe przestrzeni okotonaczy-
niowej; + -+ + — wypelniajace przynajmniej potoweg przestrzeni okolonaczyniowej w wielu okoli-
cach OUN

Perivascular infiltrations: + — composed of several cells; ++ — in numerous structures
filling less than a half of perivascular space; + -+ -+ — filling at least a half of perivascular space
in many areas of CNS

Nacieki przekraczajace okolonaczyniowa barierg glejowa: + — 1—3 nacieki w jednym przy-
padku; ++ — wiecej niz 3 nacieki w jednym przypadku

Infiltrations exceeding of perivascular glial barrier: + — 1—3 infiltrations in one case; ++ —
more than 3 infiltrations in one case

Nacieki w oponach migkkich: + drobne nacieki wokot pojedynczych naczyn, + -+ — wyraZne
nacieki wokoét pojedynczych naczyn; + + + — geste nacieki w oponach i przestrzeni podoponowe;j

Infiltrations in leptomeninges: + — small, around singular vessels; + + — distinct, around
singular vessels; ++ -+ — dense infiltrations in leptomeninges and submeningeal space

VI. Zaleznos¢ migdzy wzrostem leukocytozy we krwi w réznych okre-
sach choroby a wystepowaniem komorek bialaczkowych w mézgo-
wiu i oponach miekkich

Z zestawienia zawartego w tabeli 4 wynika, ze komorki bialaczkowe
w mozgowiu stwierdzano zawsze u osob, ktére zmarly w okresie leuko-
cytozy wynoszacej przynajmniej 50 G/L (grupy C, D). W moézgowiu
osob, ktore zmarly w okresie niskiej leukocytozy badz leukopenii, nie
stwierdzono komorek bialaczkowych, mimo ze w przebiegu choroby
u wielu z nich obserwowano réznie dtugo utrzymujgcy sie¢ wzrost leuko-
cytozy (grupy: A, B). Nacieki bialaczkowe w oponach migkkich wyste-
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Tabela 4. Wyrazny wzrost leukocytozy we krwi w réznych okresach choroby, a obecno$¢ komorek biataczkowych w mézgowiu i oponach migkk ich
Table 4. Distinct increase of peripheral blood leukocytosis in various periods of disease in relation to the presence of leukemic cells in brain and lepto-

meninges

Komorki bialaczkowe w OUN

Leukemic cells in CNS

nacieki przekraczajace okolona-

G
Grr::;,s leukostaza nacieki okolonaczyniowe czyniowa bariere glejowa nacieki w oponach migkkich
leukostasis perivascular infiltrations infiltrations exceeding infiltrations in leptomeninges
perivascular glial barrier
0 4/ wee - il o 0 o s 0 AfEE el 0 o
A 10 2 1 13 13 13
B 7 d 3 10 10 10 3
! 6 4 1 14 11 1 7 5 22 2 17 4 3
P 1 3 3 15 > 4 6 7 20 2 8 6 5 3
E 26 4 30 30 30

Objasnienia w tab. 1 i 3.
Explanations in Tab. 1 and 3.
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powaly nie tylko u oséb, ktére zmarly w okresie wysokiej leukocytozy,

ale rowniez w przypadkach, w ktorych przejsciowy wzrost leukocytozy
mial miejsce na dtugo przed zgonem chorego (grupa B).

OMOWIENIE

Skupiska komorek bialaczkowych w mozgowiu wystepowaly w 4 po-
staciach: leukostazy, okolonaczyniowych naciekéw biataczkowych, na-
ciekéw biataczkowych przekraczajgcych okolonaczyniowsg bariere glejo-
wa i naciekéw bialaczkowych w ogniskach krwotocznych. Najczesciej
obserwowano leukostaze, jej nasilenie w wiekszosci przypadkow bylo
proporcjonalne do wysokosci leukocytozy we krwi w okresie bezposred-
nio poprzedzajacym zgon chorego. Podobne spostrzezenia opisali Phair
i wsp. (1964) oraz Iwanowski i wsp. (1985). W kilku przypadkach, po-
mimo wysokiej leukocytozy przed zgonem, nasilenie leukostazy bylo
niewielkie. Wzrost leukocytozy w tych przypadkach utrzymywatl sie
krocej niz 5 dni przed zgonem chorego. Nalezy przypuszczaé, ze rozwi-
niecie sie leukostazy wymaga okolo 2—3 dni od wzrostu leukocytozy.
Komorki bialaczkowe wykazywaly tendencje do gromadzenia sie przy
wewnetrznej powierzchni $ciany naczyn, gléwnie wlosowatych oraz dreb-
nych zyl Calkowite wypehienie duzych zyl i tetnic obserwowano rza-
dziej. Jak z tego wynika, istotne znaczenie dla narastania leukostazy ma
szybko$¢ przepltywu krwi w réznych typach naczyn. Wczesniej na taki
mechanizm powstawania leukostazy zwrocit uwage Mossakowski i wsp.
(1962). Na udzial miejscowych warunkéw hemodynamicznych w tworze-
niu sie¢ leukostazy wskazujg rowniez obserwowane przez Nadela i Nel-
sona (1976) oraz w naszym materiale réznice w nasileniu leukostazy
w poszczegdlnych okolicach mézgowia.

Obserwacje nasze pozwalajg na wysuniecie przypuszczenia, ze na-
cieki bialaczkowe w mozgowiu powstajg jedynie z komoérek krazacych
we krwi. Nacieki te wystepowaly tylko w przypadkach z leukostaza,
a ponadto, nacieki okolonaczyniowe byly jedyna postacig skupisk komo-
rek bialaczkowych poza naczyniami. Tak zwane ,grudki bialaczkowe”
(Phair i wsp. 1964) sg najprawdopodobniej takze naciekami okolonaczy-
niowymi, jednak ze wzgledu na ich znaczne rozmiary plaszczyzna prepa-
ratu ominela naczynie. Na wspbélistnienie leukostazy z naciekami bia-
laczkowymi zwrécili rowniez uwage Reske-Nielsen i wsp. (1974).

Odnosi sie wrazenie, ze komoérki bialaczkowe maja zdolnosé aktyw-
nego przenikania przez $ciane naczynia. Skupiska komérek bialaczko-
wych wystepuja miedzy innymi wokél naczyn z niewielkg leukostaza,
ktéra nie jest w stanie doprowadzi¢ do niedokrwienia $ciany naczynio-
wej i ,,wypchnigcia” komérek poza naczynie. Okolonaczyniowe nacieki
bialaczkowe nie zawierajg tez zwykle krwinek czerwonych (Phair i wsp.
1964).
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Komorki bialaczkowe znaleziono u wszystkich chorych, ktérzy zmarli
w okresie wysokiej leukocytozy. Nalezy wigc przypuszczaé, ze nacieki
bialaczkowe pojawiajg sie¢ w moézgowiu w kazdym okresie wysokiej leu-
kocytozy, niezaleznie od stadium choroby. Law i Blom (1979) sadzg, ze
wysoka leukocytoza wyraznie zwieksza ryzyko zajecia OUN przez ko-
morki bialaczkowe. Wedlug naszych obserwacji, wysokosé leukocytozy,
ktorej niewtapliwie towarzyszy leukostaza w mézgowiu, wynosi przy-
najmniej 50 G/L, zdaniem Moore’a i wsp. (1960) — 100 G/L, a Nadela
i Nelsona (1976) — 250 G/L. Brak komorek bialaczkowych w moézgowiu
o0s6b, ktére zmarly w okresie niskiej leukocytozy, mimo ze w przebiegu
choroby wystepowal przejsciowy, wyrazny wzrost leukocytozy, wskazuje
na niewielkg aktywnos$¢ komoérek bialaczkowych w przestrzeniach oko-
lonaczyniowych mozgowia i szybka ich eliminacje w okresie spadku
leukocytozy. Nalezy podejrzewa¢, ze komorki biataczkowe nie majg
zdolnosci do rozmnazania sie w przestrzeniach okolonaczyniowych.
Struktura morfologiczna komorek bialaczkowych byla jednakowa w na-
czyniach i poza nimi, a w ogniskach krwotocznych komorki bialaczkowe
podlegaly zmianom zwyrodnieniowym. Wydaje sie, ze gdyby skupiska
komorek biataczkowych podlegaly rozmnazaniu w przestrzeniach okoto-
naczyniowych, powinny zachowaé¢ pewng niezalezno$¢ od wahan leuko-
cytozy i leukostazy, czego nie stwierdzilismy w naszych przypadkach.
Zdaniem Crronkite’a (1968) komorki bialaczkowe przenikajace do krwi
sg pozbawione zdolnosci mitotycznej. Deutsch i wsp. (1971) zwracaja
uwage na mniejszy metabolizm komorek biataczkowych, podejrzewajac
jednocze$nie, ze bialaczki sg chorobami akumulacyjnymi a nie prolife-
racyjnymi. Dodatkowg przeszkoda w osadzaniu sie¢ komoérek biataczko-
wych w moézgowiu stanowi glejowa bariera okolonaczyniowa, trudna do
przebycia dla nacieku bialaczkowego.

Odmiennie niz w moézgowiu zachowujg sie komorki bialaczkowe w
oponach migkkich. W wielu obserwowanych przypadkach nasilenie na-
ciek6w bialaczkowych bylo w oponach wieksze niz leukostazy, a w kilku
z nich stwierdziliSmy wyrazne nacieczenie opon, bez leukostazy. Nalezy
przypuszcza¢, ze zjawiska te wystepuja z powodu odmiennych warun-
kow, na jakie natrafiajg komorki bialaczkowe w oponach w poréwnaniu
z moézgowiem. Naczynia oponowe nie sg otoczone przestrzeniami okolo-
naczyniowymi, a ponadto opony, podobnie jak elementy morfotyczne
krwi, sa pochodzenia lgcznotkankowego. Ulatwia to przenikanie komoérek
bialaczkowych poza naczynia i umozliwia zagniezdzenie si¢ tych ko-
morek w sprzyjajagcym podlozu.

WNIOSKI

1. W przebadanym materiale nacieki bialaczkowe wystepowaly w méz-
gowiu tylko w sgsiedztwie naczyn. Przemawia to za krwiopochodnym
charakterem komoérek bialaczkowych. Komoérki te gromadza sie w moz-
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gowiu i oponach migkkich w tym okresie choroby, w ktérym dochodzi
do wzrostu leukocytozy wystarczajgcego do wytworzenia sie leukostazy.
2. Komorki bialaczkowe podlegaja eliminacji z moézgowia w okresie
spadku leukocytozy.
3. W oponach miekkich komérki bialaczkowe moga wystépowaé tak-
ze w okresie niskiej leukocytozy. Wynika to by¢ moze z braku bariery
okolonaczyniowej w oponach, a takze ich lgcznotkankowego utkania.

ITPOMCXOX/IEHUE U JIOKAJIM3ALIMS JIEMKEMUYECKUX KJIETOK
B LIEHTPAJIBHOM HEPBHO CUCTEME B HEJIMM®OBJIACTUYECKUX JIEMKEMUSX
¥V B3POCJIBIX

Pe3ome

Llensio mccnemoBanmsi 6buta monbITKka Gosiee OGIM3KOrO O3HAKOMIIEHHS! C MEXAHM3MaMH Ha-
KOTUIEHHA M COXPAHEHMsI JEeHKEMMYECKHX KJIETOK B MO3re M MATKMX O0OJI0YKax a Takke CBA3H
9TUX SABJICHMM C ONpEAENEHHON cragueit Gone3ny.

Wccnenopanus nposenens! Ha 110 ymepmmux B Bo3pacte 17—74 ner ot octpoit Muenobnac-
THYECKOM NeifkeMun, OCTPON MHEIOMOHOCHTAPHOU JjeiikeMuu M O/IaCTHYECKOTO KPH3a XPOHH-~
Yyeckoi MuenobiacTayeckon neixemun. JlelikeMuyeckne KIETKH B MO3re HaOMIOJaIMCh B TECHOMN
CBS3U C COCYIMCTONM CHCTEMOM, KOJMYECTBO JICHKEMHYECKNX MHOMIBTPATOB 3aBHCENO OT YDOBHSA
JIEUKOLMTO3a KPOBH M BEJIMYMHBI JIeHKocTa3a Mo3ra. JlefikeMAyeckue KIeTKH OOHAPYXKEHO B MO3re
BCEX oﬁcnenosau‘blx, yMepIIAX B MEPHOL, KOraa neikounuTo3 Obul mo kpaitueit mepe 50 G/L.
B Mo3re GoibHBIX, YMEPIIAX B MEPHOJ HH3KOro JICHKOLUTO3a, HE OOHAPYKEeHO JIeHKSMHYECKHX
KJIETOK, XOTS B IPOLECCce TeyeHus: 60Ie3HN HMEN0 MECTO Iepexosiiee BO3PACTaHHe JICHKOLUMUTO3a.
B markux obosoukax B Oomee 309% cnyyaeB neHkeMHYeCKHE MHOMUIbTPALMH TIPSBBILANMA JIEH-
KOCTa3, NPUCYTCTBOBANA 6e3 HEro M BCTPEe4auuch y GONBHBIX, Y KOTOPHIX BPEMEHHOE yBEIHYCHHE
YPOBHS JIEHKOLMTO3a MMEIO MECTO 3a[0JIr0 NEpPEeN CMEPThIO.

W3 nposepeHubix HAOMIONEHHI CneayeT, YTo Jjelikemuyeckue kieTku nonaxarot B IIHC u3
KPOBEHOCHOM CHCTEMBI ¥ HAKAIUIABAIOTCA B MO3reé M MATKAX MO3rOBBIX 000JI0YKaX B KakJOM
nepuoje Goe3Hn, B KOTOPOM MMEET MECTO BO3pacTaHHWE JICHKOLMTO3a 4O YPOBHSA, JOCTATOYHOTO
ia oOpa3osanus JiedkouuTo3a. JleiikeMuueckue KIETKH B MO3re XapakTepusyroTcs cnaboi 6mo-
JIOTHYECKON aKTUBHOCTBIO M IMOJBEPraloTCs YAANICHAIO B NEPHOJ OOHMKEHHMS JIEHKOLUTO3a, TOraa
KaK B MATKHX 000JI0YKAaX OHH MOTYT MOMBJIATHCA TAKXKE B MEPHOJ HAU3KOrO JIEHKOLMTO3A.

ORIGIN AND LOKALIZATION OF LEUKEMIC CELLS IN THE CENTRAL
NERVOUS SYSTEM OF ADULT PATIENTS WITH NON-LYMPHOBLASTIC
LEUKEMIA

Summary

The studies were performed on 100 patients in the age of 17—72 years, who
died of acute myeloblastic leukemia, acute myelomonocytic leukemia and blastic
crisis of chronic myeloblastic leukemia. Leukemic cells in the brain were found
in striking connection with vascular system and an amount of leukemic infiltra-
tions was dependent on the intensity of leukocytosis in the peripheral blood and
intensity of leukostasis in the brain. Leukemic cells were discovered in the brains
of all patients, who died in the period, in which leukocytosis was at least 50 G/L.

32 — Neuropatologia Poclska 1/87
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In the brains of patients, who died in the period of low leukocytosis, leukemic
cells were not found despite that in the course of disease temporary distinct incre-
ase of blood leukocytosis had been observed. In the leptomeninges, in more than
30% of patients the leukemic infiltrations prevailed over leukostasis, were present
without it, and they were present also in patients, in which transient increase of
blood leukocytosis took place in the quite long time before death.

From the studies performed it is clear, that leukemic cells are transported to
the central nervous system from the vascular system and are accumulated in the
brain and in the leptomeninges in each period of illness, in which an increase of
leukocytosis occurrs sufficient to cause leukostasis. Leukemic cells in the brain
are characterized by weak biological activity and are eliminated in the period of
decreased leukocytosis. However, in the leptomeninges they may apper also in the
period of low blood leukocytosis.
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KOMUNIKATY

27 czerwca 1987 r. odbedzie sie¢ pod auspicjami European Association of Neuro-
surgical Societies Sympozjum Naukowo-Szkoleniowe ,Calcium Antagonists in
Prevention and Treatment of Cerebral Ischemia”. Gléwnym tematem Sympozjum
bedzie zastosowanie blokeré6w kanalu wapniowego w leczeniu skurczu naczyniowego
po krwotoku podpajeczynéwkowym. Sympozjum organizowane jest przez Klinike
Neurochirurgii AM we Wroclawiu w ramach European Course in Neurosurgery.

Adres Komitetu Organizacyjnego: Doc. dr hab. med. Jerzy Wronski, Katedra
i Klinika Neurochirurgii AM, ul. Traugutta 118, 50-420 Wroclaw

*

1—3 grudnia 1987 r. odbedzie si¢ w Lipsku wspélny Zjazd Towarzystwa Neuro-
logii i Nauk Neurologicznych NRD.

Glownym tematem zjazdu bedg ,Nowoczesne metody w naukach neurologicz-
nych”.

Termin zglaszania prac uplywa 1 maja 1987 r.

Adres Komitetu Organizacyjnego: Doc. dr sc. med. J. Lehmann, Abteilung
fiir Neuropathologie, Institut fiir Pathologische Anatomie der Karl-Marx-Univer-
sitdt Liebigstr. 26, 7010 Leipzig, DDR

*

W okresie od 11 do 14 maja 1988 r. odbedzie sié w Zgorzelcu wspolny Zjazd
Stowarzyszenia Neuropatologbw NRD oraz Stowarzyszenia Neuropatologéw Pol-
skich.

Glé6wnym tematem Zjazdu bedzie ,Bariera krew—mozg”. Przewidziane sg tez
tematy wolne,

Termin zglaszania prac uplywa 30 listopada 1987 r., termin nadsylania stresz-
czen (do 300 stéw) — 5 stycznia 1988 r.

Adres Komitetu Organizacyjnego: Doc. dr Roland Goertchen, Institute of
Pathology, District Hospital, Girbigsdorfer str. 1—3, 8900 Gorlitz, DDR

Jerzy Dymecki
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WPLYW PROSTACYKLINY PGI, I INDOMETACYNY
NA NIEDOKRWIENNE USZKODZENIE SEKTORA CA,
ROGU AMONA U CHOMIKOW MONGOLSKICH

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

Obustronne kroétkotrwate (5—7,5 min) podwigzanie tetnic szyjnych
wspolnych prowadzi u chomikéw mongolskich do wybiérczego uszko-
dzenia neuronéw piramidowych rogu Amona, ujawniajacego sie z kilku-
dniowym opéznieniem w stosunku do incydentu niedokrwiennego (Su-
zuki i wsp. 1983a). W poprzednich badaniach wykazano, ze zjawisku
temu zapobiega lub je skutecznie ogranicza podanie indometacyny, sta-
nowigcej znany inhibitor cyklooksygenazy, enzymu katalizujgcego syn-
teze prostaglandyn réznych klas (Mossakowski, Gadamski 1985). Pro-
staglandynom, a przynajmniej niektérym ich grupom, gromadzacym sie
. w osrodkowym ukladzie nerwowym, w nastepstwie jego niedokrwienia
(Gaudet i wsp. 1980; Moskowitz, Coughlin 1981; Iannotti i wsp. 1981;
Bhakoo i wsp. 1982) przypisuje sie dzialanie uszkadzajace tkanke ner-
wowg na drodze ich wplywu na uklad naczyniowy mézgu oraz bezpo-
$redniego efektu destabilizujgcego blony komoérkowe, a takze sprzyjania
powstawaniu zakrzepéw naczyniowych. W tych warunkach zastosowa- .
nie indometacyny ograniczajacej synteze prostaglandyn moze wywieraé
skuteczny wplyw oslaniajgcy tkanke nerwowsg. Na istnienie takiego jej
oddzialywania wskazujg liczne do$wiadczenia w przypadku niedokrwie-
nia osrodkowego ukladu nerwowego (Furlow, Hallenbeck 1978; Mosko-
witz, Coughlin 1981; Bhakoo i wsp. 1982; Kérgstrom i wsp. 1983; Mossa-
kowski, Kwiatkowska-Patzer 1983; Mossakowski, Gajkowska 1984).

Z drugiej strony wykazano, ze podobny efekt oslaniajgcy wywiera
prostacyklina PGI, zastosowana w zespolach niedokrwiennych - modzgu
zarowno u ludzi (Gryglewski i wsp. 1983), jak i u zwierzat doswiadczal-
nych (Gaudet, Levin 1979; Hallenbeck, Furlow 1979; Hallenbeck i wsp.
1980; Iannotti i wsp. 1981; Nokolov i wsp. 1982; Awad i wisp. 1983;
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Pluta }986). Zrodel korzystnego dzialania prostacykliny w tych warun-
kach doszukuje sie w jej wplywie wazodylatacyjnym (Dusting i wsp.
1979; Boullin i wsp. 1979; Jarman i wsp. 1979; Abdel-Halim i wsp. 1980)
oraz antyagregacyjnym (Moncada i wsp. 1976; Gryglewski i wsp. 1978).
Réwnoczesnie szereg autorow zwraca uwage na jej bezposredni wplyw
cytoprotekcyjny zaréwno w stosunku do tkanki nerwowej, jak i szeregu
innych narzadéw i tkanek (Ogletree i wsp. 1979; Lefer i wsp. 1979;
Araki, Lefer 1980; Stachura, Kaluza 1982; Renkawek i wsp. 1986a).
Awad i wsp. (1983) z kolei podkreslaja jej korzystne oddzialywanie na
mechanizmy bariery krew—mozg.

Sklonilo to do podjecia préby oceny wpltywu prostacykliny PGI; na
rozwdj niedokrwiennych uszkodzen neuronéw sektora CA; rogu Amona,
rozwijajacych sie w nastepstwie krotkotrwalego podwigzania tetnic szyj-
nych u chomika mongolskiego. Kroétki okres poéltrwania prostacykliny
sugerowal rownolegle zastosowanie jej syntetycznego analogu, pozba-
wionego tej niekorzystnej wlasciwosci. Spostrzezenia dotyczace zalez-
nosci dzialania indometacyny od sposobu jej podawania podyktowaly
dodatkows serie doswiadczen z jej zastosowaniem.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na chomikach mongolskich (Meriones un-
guiculatus), dorostych samicach, o masie ciala okolo 75 g. Niedokrwienie
moézgu wywolywano w narkozie wziewnej (2% narkotan w ukladzie
otwartym w mieszaninie gazowej skladajgcej sie z 70% azotu i 30%
tlenu) przez obustronne zacisnigcie tetnic szyjnych wspolnych przy uzy-
ciu klipsow Heifetza na okres 7,5 min. Po zabiegu zwierzeta pozosta-
wiano w warunkach hodowlanych na okres 5 dni.

Badania obejmowaly 3 grupy doswiadczalne réznigce sie miedzy so-
ba zastosowanym s$rodkiem oslaniajgcym.

Grupe I stanowilo 14 zwierzat, ktorym podawano prostacykline PGI,
(Welcome Research Laboratories, UK) w dawce 2 mg/kg/min w postaci
cigglego wlewu do zyly dostopowej przy uzyciu pompy infuzyjnej f-my
ZAD ,,Medipan”. Zréznicowanie czasu stosowania wlewu w stosunku do
niedokrwienia mozgu, przy stalej dawce i lacznym czasie trwania wlewu,
bylo podstawa do wydzielenia dwoch podgrup doswiadczalnych. W pod-
grupie A, obejmujacej 8 zwierzat, stosowanie leku rozpoczynano w 3 min
przed zaci$nieciem tetnic szyjnych prowadzac je przez okres niedokrwie-
nia i przez 30 min po jego zakonczeniu. W podgrupie B (6 zwierzat)
dozylny wlew leku zaczynano po uplywie 1 godz. od uwolnienia tetnic
szyjnych, a okres jego trwania podobnie jak poprzednio wynosil 40 min.
Pelna podana dawka leku przypadajaca na 1 zwierze wynosila 6 pg.
Zawarta ona byla w 1,9 ml buforu TRIS o pH 9,0. Dla zapewnienia trwa-
losci PGI,, jej roztwoér koncowy przygotowywany z roztworu wyjscio-
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wego przetrzymywany byl na lodzie, podobnie lodem oblozona byla
strzykawka pompy infuzyjnej przez caly czas trwania wlewu. W celu
przeciwdzialania efektowi hipotensyjnemu prostacykliny, stwierdzone-
mu w badaniach Pluty (1985), jej wlew poprzedzano na 5 min dootrzew-
nowg iniekcja Isuprelu w dawce 0,1 mg na zwierze. Postepowanie to nie
uchronito jednak przed wysoka Smiertelnoscig zwierzat. W podgrupie A
padly 4 zwierzeta z ogélnej liczby 8. Pédaly one zazwyczaj w 3—4 min
niedokrwienia. W podgrupie B na 6 zwierzat padlo tylko jedno, co miesci
si¢ w granicach przecietnej do$wiadczenia.

Grupe II stanowilo 15 zwierzat, ktorym zamiast prostacykliny PGI,
podawano jej syntetyczny analog — Iloprost (Schering AG West Ger-
many), wyroézniajacy sie przedluzonym okresem polowicznego rozpadu.
W zalezno$ci od czasu podania leku w stosunku do niedokrwienia moz-
gu wyrézniono 3 podgrupy doswiadczalne po 5 zwierzat kazda.

W podgrupie A Iloprost podawano bezposrednio przed zaci$nieciem
tetnic szyjnych wspolnych, w podgrupie B w 15 min po uwolnieniu za-
cisku, a w podgrupie C po uplywie 1 godz. od zakonczenia niedokrwie-
nia. W kazdej podgrupie dawka leku, podawanego w iniekcji do zyly
dostopowej, wynosita 200 pg/kg masy ciala. Sposréd 15 zwierzat tej
grupy 1 padlo w okresie niedokrwienia.

Grupa III obejmowala 8 zwierzat, ktére w réznym czasie po niedo-
krwieniu otrzymywaly dootrzewnowo iniekcje indometacyny (Merck-
-Sharp and Dohme Res.- Lab., USA) w dawce 8,0 mg/kg masy ciala.
Sposéb przygotowania leku opisano w poprzedniej pracy (Mossakowski,
Gadamski 1985). W grupie tej réwniez wydzielono 2 podgrupy, po 4 zwie-
rzeta w kazdej. W pedgrupie A lek podawano jednorazowo po uplywie
1 godz. od zdjecia zacisku z naczyn tetniczych, podczas gdy w podgru-
pie B zastosowano jego uzupelniajgce podanie po 5 godz. od zakonczenia
niedokrwienia.

Grupe kontrolng stanowilo 7 chomik6w mongolskich, u ktérych w spo-
sob identyczny jak w grupach doswiadczalnych wywolywano 7,5 min
niedokrwienie mozgu bez zadnej ostony lekowej. Otrzymywaly one na-
tomiast podobnie jak zwierzeta grupy I i III, odpowiednio dootrzewnowsa
iniekcje plynu Krebsa-Ringera lub dozylny wlew buforu TRIS o pH 0,9,
wychlodzonego na lodzie. Jedno zwierze z grupy konrolnej padlo w cza-
sie niedokrwienia mézgu.

Grupe odniesienia stanowily 3 zwierzeta nie poddane zadnym zabie-
gom doswiadczalnym.

Zwierzeta grup doswiadczalnych i kontrolnej usypiano po - uplywie
5 dni od niedokrwienia przy zastosowaniu przezsercowej perfuzji 10%o
roztworem zbuforowanej formaliny. Moézgi po wyjeciu z jamy czaszki
pozostawiano na okres 5 dni w roztworze perfuzyjnym. Nastepnie kro-
jono je w plaszczyznie czolowej na bloki grubosci 5 mm. Blok tkankowy
zawierajacy w pelni rozwiniety hipokamp grzbietowy przeprowadzano
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w sposob rutynowy do parafiny. Skrawki parafinowe o wystandaryzo-
wanej grubosci 10 ym barwiono wedlug metody Kliivera-Barrery.

Dla ilosciowej charakterystyki zmian w sektorze CA; rogu Amona
wykonano analogicznie jak w poprzedniej pracy (Mossakowski, Gadam-
ski 1985) badania morfometryczne. Przeprowadzono je za pomocg ruty-
nowe]j siatki morfometrycznej w oparciu o obliczenie liczby komorek pi-
ramidowych w powtarzalnych 0,3 mm odcinkach sektora CA; na 5 kolej-
nych skrawkach. Usredniong liczbe neuronéw przypadajacg na poje-
dynczy 0,3 mm odcinek sektora CA; u zwierzat nie poddanych
zadnym zabiegom do$wiadczalnym, wynoszacg 44,7 +2,5 uznano za
100%. Do niej odnoszono zmiany iloSciowe stwierdzone u zwie-
rzat kontrolnych i doswiadczalnych. Znamiennos¢ statystyczng obliczano
przy uzyciu testu T dla s$rednich niezaleznych. W oparciu o powyzsze
obliczenia wyodrebniono 3 kategorie obrazu morfologicznego sektora CA;
u zwierzat kontrolnych i doswiadczalnych: niezmieniony oraz calkowity
lub czesciowy ubytek komorek piramidowych. W przypadku pierwszym —
liczba neuronéw odpowiadala ich liczbie u zwierzat nie poddanych zad-
nym zabiegom doswiadezalnym, w drugim — komoérki piramidowe nie
wystepowaly w ogole lub ich liczba nie przekraczala 2—5 na calym ob-
szarze sektora CA;. Zroznicowanie stopnia zmniejszenia liczby neuronow
w grupie okreslanej jako ,,ubytek czeSciowy” wymagalo dalszych usci-
§len liczbowych. Wyodrebniono trzy stopnie ubytkéw: nieznaczny (I°),
gdy usredniona liczba komérek zachowanych w 0,3 mm odcinku sekto-
ra CA,; wynosila 33,0 £4,7 (83,8%), umiarkowany (II°) i znaczny (III°),
gdy zachowane neurony miescily sie odpowiednio w granicach 23,6 +4,1
(52,7%) oraz 15,7 +4,3 (35,2%). Réznice pomiedzy poszczegélnymi stop-
niami wykazywaly wysoka znamiennos¢ statystyczng.

WYNIKI

Zwierzeta kontrolne 2

Sposréd 7 zwierzat kontrolnych, poddanych 7,5 min niedokrwieniu
mozgu, przezylo 6. W polowie przypadkéw, tj. u 3 zwierzat po 5 dnio-
wym przezyciu, stwierdzono calkowity zanik komorek piramidowych
sektora CA;. Jego blaszka wypeliona byla proliferujgcymi komoérkami
gleju gwiazdzistego, wsrod ktérych widoczne byly pojedyncze obkurczo-
ne, ciemne neurony (ryc. 1). W 1 przypadku obraz morfologiczny sek-
tora CA; byl calkowicie niezmieniony (ryc. 2). Z dwéch przypadkow
zakwalifikowanych do grupy z ubytkami cze$ciowymi, w 1 odpowiadaty
one pierwszemu, a w drugim — trzeciemu stopniowi zmian. Podsumo-
wujac 7,5 min niedokrwienie moézgu prowadzilo w dwu trzecich przy-
padkéw do ciezkich uszkodzen neurondw sektora CA,;, w jednej trzeciej
zmiany nie wystepowaly lub mialy nieznaczne nasilenie.
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Ryc. 1. Zwierze kontrolne. Calkowity zanik neuronéw sektora CA;, z warstwowym
rozplemem gleju gwiazdzistego. Fiolet krezylu. Pow. 100 X

Fig. 1. Control animal. Total neuronal loss of sector CA; neurons, with laminary
glial proliferation. Cresyl violet. <100

Ryc. 2. Zwierze kontrolne. Niezmieniona populacja komoérek nerwowych sektora
CA,. Fiolet krezylu, Pow. 100X

Fig. 2. Control animal. Unchanged neuronal population of sector CA;. Cresyl vio-
let. X100

Zwierzeta doSwiadczalne

Grupa doswiadczalna I. Z ogélnej liczby 9 zwierzat, ktore
przezyly 7,5 min niedokrwienie skojarzone z podawaniem prostacy-
kliny PGI,, brak uszkodzen neuronéw sektora CA; stwierdzono w 5
przypadkach, a ich catkowity zanik w 4. Wystepowaly tu jednak zasad-
nicze roznice miedzy obydwoma podgrupami. W podgrupie A, w ktorej
podawanie prostacykliny rozpoczynano przed podwigzaniem tetnic szyj-
nych, z ogélnej liczby 8 zwierzat 4 padly w czasie niedokrwienia mozgu.
Na te wlasnie podgrupe przypada réwniez wigkszos¢ przypadkéow (3 na
4 zwierzeta) z calkowitym zanikiem komorek piramidowych sektora CA4
rogu Amona. W podgrupie B, w ktérej dozylny wlew prostacykliny
rozpoczynano po uplywie 1 godz. od niedokrwienia, w czasie doswiad-
czenia padlo 1 zwierze, a obraz neuropatologiczny sektora CA; przedsta-
wial calkowicie odwrotne proporcje zmian niz w podgrupie A. U 4 spo-
$réd 5 zwierzat nie stwierdzono w ogéle jego nieprawidltowosci (ryc. 3),
a tylko u 1 wystepowal calkowity ubytek neuronow (ryc. 4).

Grupadoséwiadczalna II. Z ogdlnej liczby 15 zwierzat w cza-
sie doSwiadczenia padlo 1. Spoéréd 14 zachowanych przy zyciu tylko
u 2 nie stwierdzono ubytkéw komorek piramidowych. Wsréd pozosta-
lych u 8 zmiany mialy charakter ubytku calkowitego, a u 4 czesciowego,
mieszczgcego sie¢ w grupie zmian umiarkowanych i znacznych. Jedynie
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Ryc. 3. Zwierze doswiadczalne, grupa I. Nieuszkodzone komoérki piramidowe sek-
tora CA,. Fiolet krezylu. Pow. 100 X

Fig. 3. Experimental animal, group I. Normally preserved sector CA; neurons.
Cresyl violet. %100 ]

Ryc. 4. Zwierze do$wiadczalne, grupa I. Calkowity zanik komérek piramidowych
sektora CA;. Fiolet krezylu. Pow. 100 X

Fig. 4. Experimental animal, group I. Neuronal loss in sector CA; of Ammon’s
horn. Cresyl violet. <100

w podgrupie A, przy podaniu analogu prostacykliny w momencie zakon-
czenia niedokrwienia, u 2 zwierzat stwierdzono pelme utrzymanie po-
pulacji komoérek nerwowych sektora CA,. U pozostalych 3 wystepowaly
ubytki badz catkowite, badz czeSciowe, o znacznym nasileniu. W pod-
grupie B, w ktorej lek stosowano w 15 min po zdjeciu zaciskéw z tetnic
szyjnych, w zadnym przypadku nie wystepowaly niezmienione komoérki
piramidowe. U 2 zwierzat wystepowatl ich pelny zanik, a u 2 znacznego
stopnia ubytki. W podgrupie C, przy podaniu Iloprostu po uplywie
1 godz. od niedokrwienia, az u 4 zwierzat wystgpil calkowity zanik
neuronoéw sektora CA;, a u 1 ubytki komoérkowe umiarkowanego stopnia.

Grupadoswiadczalna IIl. Z ogolnej liczby 8 zwierzat wszyst-
kie przezyly doswiadczenie. Tylko w 1 przypadku stwierdzono caltkowity
zanik komoérek nerwowych sektora CA;, a w 4 jego obraz morfologicz-
ny nie réznil si¢ od obserwowanego u zwierzat nie poddanych zadnym
zabiegom doswiadczalnym. W 3 przypadkach z czesciowym zanikiem
komoérek nerwowych, w 1 mial on charakter nieznaczny, a w 2 umiar-
kowany. Stwierdzono przy tym wyrazne réznice obrazu morfologicznego
w zaleznosci od sposobu podawania indometacyny. W podgrupie A przy
jednorazowej dawce leku miescilo sie jedno zwierze z caltkowitym zani-
kiem komorek piramidowych oraz 2 z czesciowym uszkodzeniem sek-
tora CA,. Przy powtérnym podaniu leku zastosowanym w podgrupie B
u 3 zwierzat populacja nerwowa sektora CA; byla calkowicie zachowa-
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na, a u jednego chomika stwierdzone czesciowe ubytki komoérek miaty
charakter nieznaczny.

Zestawienie liczbowe uzyskanych wynikéw przedstawiono w ta-
beli 1. 4

Tabela 1. Zestawienie liczbowe wynikow uzyskanych w grupie kontrolnej i w grupach do$wiad-
czalnych
Table 1. Quantitative data of morphological results in untreated and treated animals

Brak zmian .
" Liczba  morfolo- Czegsciowy zanik neuronoéw Calko.WIty
Grupa zw1efzat zwierzat  8icznych Partial neuronal loss zamk'
Group of animals neuronow
Number No m9rpho- Total
of animals :}?f:::s | G 1) 5 III°  neuronal loss
Grupa kontrolna 6 1 1 - 1 3
Control group
Grupa doswiadczalna 1 9 5 - - - e
Experimental group I
Podgrupa A 4 1 - — — 3
Subgroup A
Podgrupa B 5 4 — — — 1
Subgroup B
Grupa doswiadczalna 1T 14 e — 2 2 8
Experimental group II
Podgrupa A s 2 — — 1 2
Subgroup A
Podgrupa B 4 — - 1 1 2
Subgroup B
Podgrupa C 5 — - 1 - 4
Subgroup C
Grupa dos$wiadczalna 111 8 4 1 2 — 1
Experimental group III
Podgrupa A 4 1 -- 2 - 1
Subgroup A
Podgrupa B 4 3 1 — — —
Subgroup B
OMOWIENIE

Uzyskane wyniki wskazujg na zroznicowany wplyw zastosowanych
srodkow oslaniajacych na zjawisko dojrzewania procesu patologicznego
po krotkotrwalym niedokrwieniu moézgu, wyrazajgce sie opdznionym
wybiorczym uszkodzeniem neuronéw piramidowych sektora CA; rogu
Amona. Zwraca przy tym uwage fakt, ze zréznicowanie to dotyczy nie
tylko rodzaju leku, lecz réowniez schematu jego podawania.

Najkorzystniejszy efekt uzyskano przy zastosowaniu indometacyny
stanowigcej silny inhibitor cyklooksygenazy, uruchamiajgcej proces syn-
tezy roznych klas prostaglandyn z gromadzgcego sie w tkance kwasu
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arachidonowego (Abdel-Halim i wsp. 1978). W grupie tej na 8 zwierzat
tylko u 1 wystapil catkowity zanik komérek nerwowych sektora CA;,
a zmiany obserwowane w 3 dalszych przypadkach miescily sie w kate-
goriach uszkodzen nieznacznych i umiarkowanych. Zaznaczyla sie tu
rowniez zalezno$¢ efektu oslaniajagcego indometacyny od sposobu jej
podawania. Najskuteczniejsze okazalo sie dwukrotne zastosowanie leku
w odstepach pieciogodzinnych. Przy tym schemacie do$wiadczenia nie-
znaczne nieprawidlowosci komoérkowe wystapily tylko u 1 zwierzecia
z calej grupy. Fakt ten wydaje sie zrozumialy w $swietle 6-godzinnego
okresu poltrwania leku. Podobng zalezno$¢ stwierdzono w badaniach
nad wplywem indometacyny na zaburzenia mikrokrazenia i dynamike
strukturalnych uszkodzen tkanki nerwowej w nastepstwie niedokrwie-
nia moézgu (Mossakowski, Kwiatkowska-Patzer 1983; Mossakowski, Gaj-
kowska 1984). Porownanie obecnie przedstawionych wynikéw z danymi
poprzednich badan (Mossakowski, Gadamski 1985) wskazuje, ze w zasto-
sowanym modelu doswiadczalnym oslaniajacy wplyw indometacyny byt
skuteczniejszy przy jej opoznionym podaniu po niedokrwieniu. Zasto-
sowanie leku w pierwszej godzinie po przywréceniu krgzenia mozgo-
wego dawalo bowiem efekt gorszy niz przy jego uzyciu w trzeciej go-
dzinie. Spostrzezenie to, jakkolwiek bardziej obiecujgce z punktu wi-
dzenia mozliwych implikacji klinicznych, jest sprzeczne z obserwacjami
innych autoréw, ktérzy podkreslaja konieczno$¢ podawania indometacy-
ny w okresie poprzedzajagcym zatrzymanie krgzenia mozgowego (Furlow,
Hallenbeck 1978; Hallenbeck, Furlow 1979; Iannotti i wsp. 1981; Kéarg-
strom i wsp. 1983; Mossakowski, Gajkowska 1984). Wydaje sig, ze roz-
nica ta moze wynikaé¢ przede wszystkim z odmiennosci modeli doswiad-
czalnych. Badania wymienionych wyzej autoréw prowadzono w warun-
kach ciezkiego, dlugotrwalego niedokrwienia mozgu, charakteryzujgcego
sie szybko postepujacymi uszkodzeniami tkankowymi rozwijajacymi sie
w krotkim czasie po przywréceniu krazenia krwi. Dla uzyskania efektu
oslaniajgcego leku niezbedne bylo osiggniecie jego terapeutycznego ste-
zenia juz w momencie restytucji mozgowego przeplywu krwi. W za-
stosowanym przez nas do$wiadczalnym niedokrwieniu moézgu, mieszczg-
cym sie w granicach cdwracalno$ci zmian tkankowych, wybiércze uszko-
dzenie neuronéw piramidowych sektora CA; jest procesem powolnym,
ujawniajgcym sie po uplywie 5 dni i poprzedzonym ich wzmozong ak-
tywnoscig bioelektryczng, ktéra przypada w pierwszej dobie po niedo-
krwieniu (Suzuki i wsp. 1983b). W tych warunkach dla osiggniecia
efektu oslaniajacego niezbedne wydaje sie wydluzenie czasu dzialania
pedawanego leku. Mechanizm oslaniajgcego wplywu indometacyny w nie-
dokrwieniu moézgu nie jest jednoznacznie wyjasniony. Znaczna liczba
autor6w (Crochard i wsp. 1980; Iannotti i wsp. 1981; Bhakoo i wsp.
1982; Mossakowski, Kwiatkowska-Patzer 1983; Mossakowski, Gajkowska
1984) postuluje jej dzialanie cytoprotekecyjne, zwigzane z zapobieganiem
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destabilizacji bton komérkowych, by¢ moze poprzez antagonistyczne od-
dzialywanie w stosunku do fosfolipazy A, aktywizujgcej sie w czasie
niedokrwienia (Jesse, Franson 1979), lub ograniczenie przepuszczalnosci
blon komoérkowych dla jonéw wapnia (Volpi i wsp. 1980). W szczegdl-
nosci ta ostatnia hipoteza zastuguje na uwage w swietle nowych pogla-
déw na mechanizm niedokrwiennych uszkodzen komoérek nerwowych.
Wedlug Klatzo (1985) w stosowanym przez nas modelu doswiadezalnym
uszkodzenie neuronéw piramidowych sektora CA; moze byé¢ w wiekszym
stopniu nastepstwem ich poischemicznej hiperaktywnosci niz samego
niedokrwienia. Koncepcja ta znajduje potwierdzenie w do$wiadczeniach
wskazujaeych na oslaniajaca role antagonistéow A, receptorow gluta-
minianowych w stosunku do hipoksyjnych i niedokrwiennych uszkodzen
rogu Amona (Rothman 1984; Simon i wsp. 1984). Wiadomo za$, ze ko-
morki hipokampa posiadajg bogatg pobudzajaca inerwacje glutaminer-
giczng, pochodzaca miedzy innymi z kolaterali Schaffera. Wzmozone
wyladowania komoérek nerwowych rogu Amona, obserwowane po resty-
tucji kragzenia mozgowego (Suzuki i wsp. 1983b), wiazg sie ze wzmo-
zonym naplywem jonéw wapnia (Meldrum 1981), prowadzacym do ich
ciezkiego uszkodzenia. Przeciwdzialanie temu zjawisku przez indometa-
cyne moze by¢ jednym z czynnikéw ochraniajgcych neurony.

Wyniki podawania prostacykliny PGI, okazaly sie mniej jednoznacz-
ne. W grupie, w ktorej jej infuzje rozpoczynano przed zatrzymaniem
krazenia mozgowego, byly one mniej korzystne niz w materiale kon-
trolnym. Wyrazalo sie to z jednej strony wysokim odsetkiem zwierzat,
ktore padaly w czasie doswiadczenia, z drugiej za$ znaczng proporcjg
ciezkich uszkodzen neuronéw sektora CA; (w 3 przypadkach na ogdélng
liczbe 4 zwierzat — calkowity zanik komoérek nerwowych). Przypomi-
nalo to obserwacje Pluty (1986) w warunkach calkowitego niedokrwie-
nia moézgu u kroélikow, ktéry niekorzystny efekt kliniczny wigzal ze
znacznym hipotensyjnym dzialaniem prostacykliny PGI, (Armstrong
i wsp. 1978; Fitzpatric i wsp. 1978). Za hipoteza ta przemawia fakt, iz
dla zapewnienia przezywalnoéci zwierzat okazalo sie niezbedne i sku-
teczne podawanie $rodkow podtrzymujacych ukladowe cisnienie krwi.
Niekorzystny efekt stwierdzony w badaniach morfologicznych mégt w
tych warunkach byé wyrazem sumowania sie wplywu hipoksji hipowole-
micznej i miejscowego niedokrwienia, podobnie jak ma to miejsce w hi-
poksyjno-niedokrwiennym modelu Levine’a (1960).

Przesuniecie infuzji prostacykliny na okres bezposrednio po przy-
wroceniu krazenia moézgowego pozwolilo na uzyskanie jej skutecznego
efektu ostaniajacego. Tylko u 1 zwierzecia na 5 badanych stwierdzono
calkowity zanik neuronéw sektora CA;, u pozostatych byl on w ogéle nie
uszkodzony.

Mechanizm korzystnego dzialania prostacykliny PGI, w warunkach
zastosowanego doswiadczalnego modelu niedokrwienia mozgu, podobnie
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jak w przypadku indometacyny, jest nie wyjasniony. W rachube wcho-
dzi¢ mogg wszystkie, wspomniane we wstepie, drogi jej oddzialywania.
Wobee nie stwierdzenia w analogicznych warunkach do$wiadczalnych,
a nawet w przypadku bardziej dlugotrwalego niedokrwienia moézgu,
zmian zakrzepowych w naczyniach (Mossakowski, Gajkowska 1984), naj-
mniej istotny wydaje sie¢ mechanizm jej dzialania antyagregacyjnego.
Nie mozna natomiast pomina¢ jej funkcji wazoaktywnej. Podanie pro-
stacykliny bezposrednio po udroznieniu tetnic szyjnych wewnetrznych,
w okresie gwaltownie zwigkszonego przeplywu moézgowego (Kapuscin-
ski, Mossakowski 1983), moglo skutecznie chroni¢ przed jego niekorzyst-
nym wplywem na stan bariery krew—mozg, dzieki jej dzialaniu hipo-
tensyjnemu. Nagly wzrost przeplywu mozgowego po niedokrwieniu jest
wedlug Klatzo (1985) jednym z czynnikéw odpowiedzialnych za uszko-
dzenia tkankowe moézgu. W przeciwdzialaniu mu mozna zapewne szukaé
korzystnego wplywu prostacykliny. na mechanizmy barierowe (Awad
i wsp. 1983). Nalezy rowniez pamieta¢, iz zaburzenia mikrokrazenia moéz-
gowego w nastepstwie niedokrwienia sg zjawiskiem utrzymujacym sie
przez okres co najmniej kilkunastu godzin (Mossakowski 1978).

Powolny rozwoj uszkodzen strukturalnych oraz ich wybiérezy i to-
pograficznie ograniczony charakter sklaniajg do przypuszczenia, iz osta-
niajacy efekt prostacykliny w stosowanych warunkach mial w pierw-
szej kolejnosci mechanizm cytoprotekeyjny, by¢ moze, podobnie jak
w przypadku indometacyny, zwigzany z jej przeciwdzialaniem transpor-
towi wapnia przez blony cytoplazmatyczne (Volpi i wsp. 1980). Warto
odnotowac rowniez fakt, iz Herbaczynska-Cedro i Gordon-Majszak (1985)
wykazaly hamowanie procesow peroksydacyjnych w niedokrwieniu mies-
nia sercowego. Udzialu tego czynnika nie mozna réwniez wykluczyé
w niedokrwionym mozgu. .

Calkowicie nieskuteczne natomiast okazalo sie stosowanie Ilopro-
stu — syntetycznego analogu prostacykliny. Potwierdza to wecze$niejsze
spostrzezenia dotyczace braku jego wplywu na hipoksyjne uszkodzenia
tkanki nerwowej w hodowli pozaustrojowej (Renkawek i wsp. 1986b),
a takze negatywne obserwacje kliniczne Pohla i wsp. (1985).

BJIMSAHUE ITPOCTALIMKJIMHA PGI, U MHIOMETAILIMHA HA MIIEMHWYECKOE
TIOBPEXJIEHUE CEKTOPA CA; POTA AMOHA ¥V MOHIOJIbCKUX XOMSKOB

Pe3iome

OueneHo 06BOIAKUBAIOIIEE NEHCTBHE MPOCTAMKINHA W WHIOMETALMHA HA Pa3BHTHE BHIOpaH-
HBIX CEJIEKTHBHBIX MOBpeXIeHui Helponos cextopa CA; pora AMOHA, BO3HMKAIOIIMX B pe3yJib-
TaTe KPAaTKOBPEMEHHOW MUIEMHH Y MOHTOJBCKMX XOMSAKOB.

ONbITHBIE XUBOTHBIE B PAa3HOE BPEMs MO OTHOLIEHHIO K 7,5 MHHYTHOW MINEMHH IOJIyYaJTH
DOCTOSIHHYIO OJIMHOYHYIO WJIM IBOIfHYIO, B ClIydae HHIOMMIIMHA, J03Yy JleKapcTea. ¥ KOHTPOIb-
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HBIX XXHBOTHBIX BBI3bIBATH MIEHTHYHYIO UIIEMUIO Mo3ra 6e3 ynorTpeOnenus iexapcTs. XXUBOTHEIX
yOuBanu B 5 OHEH MOCie MIIEMUM C MOMOLIBIO TpaHCKapauanbHoii nepdysuu 10% dopmannua.
ITapadguuoBbie Cpe3bl Mo3ra CTaHHAPTHOW ToammHbl 10 MKM oxpamuBanuck Mmer. Kirosepa-
-Bappepsl. Crenens nospex/aenus HeHponos cekTopa CA; oueHsnack MOPHOMETPHYECKHM yTEM,
CpaBHUBAA TIOJIYYEHHBIE PE3YJIbTATHI C JaHHBIMU IOJIyYEHHBIMHM Y JKMUBOTHBIX HE NMOJNAHHBIX HH-
KaKuM B3KCNEPUMEHTAJIbHBIM IIpOoLeaypaM.

YCTaHOB/ICHO, YTO KaK NPOCTALMKIMH, TaK M MHAOMETALMH OKa3biBald O0OGBOJAKUBAIOILCE
JeiicTBre. 3aBUCENIO OHO, OHAKO, OT BPEMEHH MOJIa4M JIEKAPCTBA M0 OTHOIIEHKIO K HIIEMUU MO3ra.
Bbut oH ropa3go Gosiee BhIPAXKEHHBIM MPHM MOAAa4Y€ NMPOCTOUMKIMHA B NEPHOM NMOMIIEMUYECKOH
penepdy3um, a B Clyyae MHIOMETALMHA — IPH €ro ABYKPATHOW MOJAye IOC/e BOCCTAHOBJICHUS
MO3ToBOro KpoBooOpaienus. CHHTETHYECKHif aHAIOr NMPOCTAUMKJIMHA HE OKa3biBaj IUTONpO-
TEKUUMUHOTO HOEUCTBUSA.

BuIIBUHYTO NpEANONIOKEHNE, YTO ObBOIAKHBAIOIIMK 3QPEKT Kax NMPOCTAUMKIMEA TaK W WH-
JIOMETALlMHA CBA3aH C WX HEMOCPEICTBEHHBIM LUTONPOTEKUMIHBIM [OEHCTBLEM, 3aBUCSIIUM OT
OTpaHUYEHUs JOKJIETOYHOTO TPAHCIOPTA MOHOB KalbLWS MM K€ OT IMPOTUBOAEHCTBUS CBOGOIHO-
pauakaibHBIM PEaKLUAM.

INFLUENCE OF PROSTACYCLIN PGI, AND INDOMETHACIN ON ISCHEMIC
DAMAGE OF CA; SECTOR OF AMMON’S HORN IN MONGOLIAN GERBILS.

Summary

Protective effeet of prostacyclin PGI,, its synthetic analogue — Iloprost and
indomethacin, a well known inhibitor of cyclooxygenase on the development of
selective damage of Ammon’s horn CA,, neurons, resulting from short—term
forbrain ischemia in Mongolian gerbils was evaluated.

Animals were given constant, single or double in case of indomethacin dose
of the drug in different periods of pre- and postischemic stage of the experiments.
Control animals were subjected to identical brain ischemia without medication.
Treated and nontreated animals were sacrificed 5 days after brain ischemia by
transcardiac perfusion with 10° neutral formalin. Paraffin brain sections, 10 pm
thick were stained according to Kliiver’s method. CA; sector lesions were evalua-
ted morphometrically in reference to those obtained in animals not subjected to
any experimental procedure.

It was stated that both prostacyclin PGI, and indomethacin exert protective
effect strongly dependent upon the time of drug application in relation to the
ischemic incident. The protective effect was stronger when prostacyclin was applied
during early reperfusion stage, and indomethacin was given in double dose after
release of carotid arteries. Synthetic prostacyclin analogue did not show any pro-
tective effect.

It is supposed that preventic effects of both prostacyclin and indomethacin
may be connected with their direct cytoprotective action related either to inhibi-
tion of intracellular calcium transport or to counteraction of free radicals reac-
tions.
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Scrapie, a natural neurological disorder of sheep and goats (Dickin-
son 1976) is a prototype of kuru (Gajdusek et al. 1966). Creutzfeldt-Ja-
kob disease (Gibbs et al. 1968) and Gerstmann-Streussler syndrome
(Masters et al. 1981) in man, transmissible mink encephalopathy (Marsh,
Manson 1979), and chronic wasting disease in mule deer and elks (Wil-
liams, Young 1982). All these disorders, classified as infectious degene-
rative encephalopathies, are caused by a transmissible agent of unknown
physicochemical nature (Kimberlin 1984).

The complex biological phenomena forming the background of the
neuropathology and neuropathogenesis of these disorders are partly re-
flected by lesion pattern, in turn characterizing the strains of the agent
(Dickinson, Fraser 1979). In contrast to the light microscopic studies
little is known about the diversity of lesions at the fine structural level.

In previous papers (Liberski, Alwasiak 1983; Liberski 1986a, b) the
neuropathology of the 263K strain of the agent passed in golden syrian
hamsters was described at both light and electron microscopic levels.
In this paper the fine structure of the spongiform changes, noted before
by us, has been shown and further observations on the astrocytic reac-
tion and dystrophic neurites have been continued as well.

MATERIAL AND METHODS

The 263K strain of scrapie (kindly provided by Dr. Richard H. Kim-
berlin, ARFC and MRC Neuropathogenesis Unit, Edinburgh, U.K.) was
used. This strain was isolated by passage in hamsters of the Chandler

* This paper was partly supported from grant provided by the Polish Aca-
demy of Sciences (771/VIII). The author is the recipient of a gift from AGVA-
-GAEVERT (Brussel, Belgium).
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isolate of murine scrapie (Kimberlin, Walker 1977) which, in turn, was
primarily isolated in mice from drowsy goats (Chandler 1963).

Six-week-old hamsters of both sexes from an outbred local colony
(Department of Oncology, Medical Academy, %L6dz) were used. The ani-
mals were injected with 0.05 ml of the supernatant into the right he-
misphere under light ether anesthesia. The supernatant was obtained
by centrifuging (1600 g, 10—15 min) a 10% brain homogenate in 0.9%0
sodium chloride. The animals were inspected daily for sings of scrapie —
tremor and ataxia. The incubation period (76—83 days) was measured
from the time of inoculation to the appearance of the first unequivocal
signs of scrapie.

Electron microscopic technique. The animals were anesthetised with
chloral hydrate and perfused through the heart with 50 ml of 1.25%6
glutaraldehyde in cacodylate buffer at pH 7.2 followed by 100 ml of 5%
glutaraldehyde and 4%, paraformaldehyde in cacodylate buffer at pH 7.2.
The brains were removed immediately after perfusion and 1—2 mm?
samples were dissected from the frontal and parietal cortex, the cere-
bellum, thalamus and the brain stem. The samples were postfixed in
1% tetroxide and embedded in Epon 812. Sections were cut with
LKB Ultratome III. Semithin sections were stained with methyl blue
Ultrathin sections stained with lead citrate and uranyl acetate were
examined with JEM IOOC, JEOL and Zeiss EM 109 electron micro-
scopes. -

RESULTS

Electron microscopy enabled detailed description of spongiform chan-
ges as seen under the light microscope. Probably the changes described
hereinafter are responsible for neuropil vaculization as given elsewhere
(Liberski, Alwasiak 1983).

The vacuoles were enclosed in single unit membrane (Figs 1—3).
The formation of vacuoles has been also noted in nervous processes
recognized as dendrites, axonal preterminals or terminals with synaptic
vesicles (Fig. 1) and in glial processes with numerous glycogen granules
in pale cytoplasm. The vacuoles were observed in neuropil (Figs 1—2)
or in close contact with the outermost layer of the myelin sheath; it
seems occasionally that the membrane wrapping the vacuole splits from
the myelin sheath (Fig. 2). Vacuoles of larger dimensions were probably
formed from confluent processes. Characteristic feature of the vacuoles
were the presence of distorted membrane fragments (Figs 1—4) and
splitting off the membranes wrapping the vacuole (secondary vacuoles).

Besides intracellular vacuoles being the ultrastructural basis of spon-
giform changes observed in the neuropil under the light microscope,
vacuoles were also seen in several axonal processes. Primary vacuoles
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Fig, 1. Vacuole (asterisk) inside axon; sv — synaptic vesicles, g — chogen par-
ticles, arrow — secondary vesicle. <30 000

Ryc. 1. Wakuola (gwiazdka) wewnatrz aksonu; sv — pecherzyki synaptyczne, g —
ziarnistosci glikogenu, strzatka — pecherzyk wtorny. Pow. 30 000 <

Fig, 2. Vacuole (asterisk) in close connection with the outer lamellae of the myelin
sheath. Note the formation of the secondary vesicle (arrow). X30 000

Ryc. 2. Wakuola (gwiazdka) w kontakcie z zewnetrzna blaszka ostonki mielinowej.
W obrebie wakuoli pecherzyk wtorny (strzatka). Pow. 30 000 X
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Figj. 3. Large vacuole in close connection with the myelinated axon. Note seconda-
ry vesicle (arrow head) and distorted membrane fragments (arrows). X18 000

Ryc. 3. Duza wakuola w kontakcie ze zmielinizowanym aksonem. Zwraca uwage
pecherzyk wtérny (glowka strzalki) oraz fragmenty blon (strzatki). Pow. 18 000

covered with a few layers of myelin sheaths were also seen (Figs 4—6),
and these in turn contained secondary vacuoles filled with amorphous,
fluffy material. Beside vacuoles, the same myelin sheath covered unda-
maged axons, which typically contained mitochondria, microtubules,
synaptic vesicles and so on.

In numerous samples, myelinated processes containing only vacuoles
inside were seen adjacent to dystrophic neurites (Fig. 6). Some dystrophic
neurites seen in longitudinal sections showed the presence of segments
containing membrane-bound vacuoles and other segments containing
dense bodies and mitochondria. The vacuoles inside axons (empty pro-
cesses) may be vacuoles of dystrophic neurites sectioned in the plane
in which the above-mentioned vacuoles were seen. In some of the empty
processes the secondary vacuoles were observed, and these in turn con-
tained tertiary vacuoles filled with amorphous material. The splitting
off the myelin sheath, its innermostor outermost layers to form vacuoles
was oftem visible. Axonal remnants of increased electron density and
more or less homogenous appearance often were wrapped by undamaged
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Fig. 4A. Distorted membrane fragments budding from the myelin sheath (arrows).
X 30 000.

Fig. 4B. The vacuole fragment in close connection with the myelinated axon.

Note secondary vesicles (arrow heads) and membrane fragments (arrows). X18 000

Ryc. 4A. Porozwijane fragmenty blon ostonki mielinowej (strzatki). Pow. 30 000 X

Ryc. 4B. Fragment wakuoli w bezposrednim kontakcie ze zmielinizowanym akso-
nem. Widoczne pecherzyki wtorne (glowki strzalek) oraz fragmenty blon (strzatki).
Pow. 18 000 <

myelin sheaths (Fig. 6). Such axons did not show distinguishable orga-
nelles and often were further fragmented into parts of granular appea-
rance and increased electron density. The swollen distended periaxonal
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Fig. 5. Distanded periaxonal space around degenerated axon (AX) with focally
splitted myelin sheath. Note dystrophic axon (DN). »30 000

Ryc. 5. Poszerzona przestrzen periaksonalna woko6l zwyrodnialego aksonu (AX)
z ogniskowo rozwarstwiong oslonkg mielinowsg. Zwraca uwage dystroficzny akson
(DN). Pow. 30000 <
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Fig. 6A. Small vacuole originating from the mitochondrium (m). < 30 000.
Fig. 6B. Vacuole inside myelinated axon. X 18 000

Ryc. 6A. Mala wakuola powstajgca z mitochondrium (m). Pow. 30 000 X
Ryc. 6B. Wakuola wewngtrz zmielinizowanego aksonu. Pow. 18 000 X
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space formed an electron-lucent area around the axonal fragment and
between it and the myelin sheath.

Hypertrophic, reactive astrocytes were recognizable, but it was
neither possible nor justifiable to differentiate between fibrous and
protoplasmatic astrocytes (Peters et al. 1970; Mossakowski 1982). Their
oval, round or elongated nuclei contained heterochromatin randomly
dispersed or clumped beneath the nuclear membrane and electron-dense,
granular nucleolus in central or excentric position. The cytoplasm of
low electron density, observed mostly as a narrow strip, contained nu-
merous mitochendria, in comparison with the small number of these
organelles observed in normal astrocytes. Some mitochondria showed
areas of increased electron density or of lower density of their matrix
or broken cristae. The cristae were arranged transversely to the long
axis of the mitochondria though several mitochondria had longitudinally
arranged cristae. The profiles of endoplasmic reticulum were often dis-
tended and numerous star-like clusters of glycogen granules and ribo-
somes were seen in the cytoplasm. In several cells microtubules were
seen, a phenomenon which seems to be characteristic for immature
fibrous astrocytes and is never observed in protoplasmatic astrocytes.

The most characteristic feature of the astrocytes was the presence
of 7—9 nm intermediate filaments (Figs 7—8). Bundles of parallely
arranged gliofibrils were observed in innumerable longitudinal, oblique
and cross sections of glial processes. Gliofilaments were observed near
the nuclear membrane. In the majority of cells, however, the very narrow
area of cytoplasm adjacent to the nuclear membrane was free of glio-
filaments. Shorter bundles were observed scattered between mitochon-
dria or distended cisternae of endoplasmic reticulum. The astrocytic
processes were numerous and contained electron-lucent cytoplasm, in-
termediate filaments and glycogen granules frequently seen beneath the
basal membrane of capillaries forming collars which were particularly
characteristic of the brain stem (Figs 7—38).

The axonal, dendritic or unidentified processes were classified as
dystrophic neurites if they contained inclusion bodies. Two types of
dystrophic neurites were seen: those containing only one and those
containing more than one inclusion bodies. Both types were observed
in the same terminal scrapie animal.

Five types of membrane-bound inclusions (Fig. 9) were recognized:
1. electron danse, which were homogeneous or heterogeneous; 2. amor-
phous; 3. vesicular: electron-lucent but containing amorphous material;
4. lamellar, composed of onion-bulb like arrays and 5. multivesicular,
composed of small vesicles, within a common membrane. These dys-
trophic neurites were observed in cross-section but were also seen on
longitudinal sections.
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Fig. 7A. Astrocytic process with glial filaments asterisk <30000. Fig. 7B, Proli-
ferated glial filaments inside the astrocytic process (asterisk). Note the basal mem-
brane of the blood vessel (arrows). X30 000
Ryc. 7A. Wypustka astrocytarna zawierajgca liczne filamenty glejowe (gwiazdka).
Pow. 30 000X, Ryc. 7B. Proliferujgce filamenty glejowe wewnagtrz wypustki astro-
cytarnej (gwiazdka). Zwraca uwage blona podstawna naczynia (strzalki). Pow.’
30 000 <

Dystrophic neurites also contained mitochondria. Apart of these
showed degenerative changes: increased electron density of matrix, ho-
mogenization, budding of small vacuoles from one end of the mitochon-
drium and degeneration into inclusion bodies.
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Fig. 8. Bundles of glial filaments inside astrocytic processes (asterisks). 30 000

Ryc. 8. Peczki filamentow glejowych wewnagtrz wypustek astrocytarnych (gwiazdki)
Pow. 30 000 X

Fully developed dystrophic neurites (Fig. 9) contained numerous
inclusion bodies of several types. Electron danse inclusions were pre-
dominant.

Dystrophic neurites were rare findings and they were seen most
frequently in the brain stem and thalamus. They, therefore, followed,
partly at least the intensity of vaculization as described previously (Li-
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Fig. 9. Dystrophic neurite. Note numerous inclusions (arrows). x<30 000
Ryc. 9. Dystroficzny neuryt. Zwracaja uwage liczne wtrety (strzatki). Pow. 30 000X
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berski, Alwasiak 1983) and were seen either as single structures scatte-
red at random among other elements of the neuropil or, more rarely,
they formed clusters of two or three.

-~

DISCUSSION

There are four major problems to be eventually answered when the
fine structure of infectious degenerative encephalopathies is concerned:

1. which cellular elements participate in the formation of spongiform
changes,

2. are there any distinctive features of astrocytic cells taking part
in the glial reactions?

3. are there any, other than vacuoles pathological changes of possi-
ble significance, to be eventually used as an ultrastructural marker,

4. are there any differences in the ultrastructural patterns between
different scrapie models.

Different cellular elements dendrites, axonal terminals and preter-
minals, small myelinated axons and glial processes participated in the
formation of vacuoles corresponded to the spongiform changes as seen
at the light microscopic level. The dendrites and small myelinated axons
or axonal terminal and preterminals were most frequently noted as an
element involved in vacuole formation in human CJD cases (Gonatas et
al. 1965; Bignami, Forno 1970; Bubis et al. 1972; Hirano et al. 1972;
Ribadeau-Dumas, Esqourolle 1974; Chou et al. 1980), experimental CJD
and kuru in chimpanzees and New and Old World monkeys (Lampert
et al. 1969, 1971, 1975; Beck et al. 1975; Chou et al. 1980), experimental
CJD in small laboratory rodents (Kim, Manuelidis 1983) and natural
and experimental scrapie (Bignami, Parry 1971; Chandler 1973; Barin-
ger, Prusiner 1978; Baringer et al. 1979). The glial processes as cellular
element from which vacuole originated are rarely mentioned (Lampert
et al. 1969, 1971; Bignami, Forno 1970; Chandler 1973; Ribadeau-Dumas,
Esqourolle 1974) and the small axons with electron-lucent contents
were described only incidentally (Lampert et al. 1969). In the studies
presented here the vacuoles were observed as derived from virtually all
cellular elements mentioned above, and dendrites and axonal processes
predominated. “Myelinated” vacuoles of the type described by Lampert
et al. (1969) formed a significant portion of the observed vacuoles.

The mechanism or mechanisms of vacuole formation is unknown at
the moment, however, on the basis of the very diverse cellular com-
ponents involved, it seemed possible to speculate that these mechanisms
may be different when operating- in different cellular compartments.
Multiplication of the cellular membranes and formation of multila-
mellar abnormal configurations of plasma membranes were described
in the early stages of experimental kuru (Beck et al. 1982, 1985). Ho-
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wever, these findings were later put in doubt as being spurious only
(Gray 1985). They were not observed in later stages of experimental
diseases. Since this study is based on examination of animals in the
terminal state of disease, it added nothing to the recent discussion (Beck
et al. 1985).

The proliferating astrocytes formed the hallmark of the electron
microscopic picture in the described here scrapie model (Liberski 1986b).
The astrocytes with abundant intermediate filaments formation and so-
me degenerative changes met the criteria of hypertrophic astrocytes.
However, multiplication of the astrocytic nuclei and formation of a den-
se network of astrocytic processes was highly suggestive of astrocytic
hyperplasia, corresponding to gliocytosis (or sclerosis) of murine scrapie
models as described elsewhere (Liberski 1986b). Hypertrophic astrocytes
but not astrocytic hyperplasia were described during electron microsco-
pic studies of other infectious degenerative encephalopathies (Gonatas
et al. 1965; Lampert et al. 1969, 1971; Hirano et al. 1972; Bubis et al.
1972; Ribadeau-Dumas, Esqourolle 1974; Kim, Manuelidis 1983; Ba-
ringer et al. 1979).

The dystrophic neurites formed an important element in the electron
micrescopic pattern described here. They were described in various
infectious degenerative encephalopathies (Gonatas et al. 1965; Lampert
et al. 1969, 1971, 1975; Bignami, Parry 1971; Chandler 1973; De Reuck
et al. 1975; Kim, Manuelidis 1983) as well as in other conditions, par-
ticularly in Alzheimer disease, where they form one of the elements
of the neuritic plaque (Wisniewski, Terry 1973; Hirano et al. 1972).
Similar dystrophic neurites were also observed in murine scrapie (Bruce,
Fraser 1975), in murine CJD (Tateishi et al. 1984) and in several unre-
lated conditions of the central nervous system (Jellinger 1973).

The significance of these structures is uncertain at the moment.
Because as mentioned before, dystrophic neurites were encountered in
such diverse conditions as for example the cerebral form of mannosi-
dosis (Huxtable, Dorling 1985), and Alzheimer disease (Wisniewski et al.
1981), one may suppose that dystrophic neurites represent only the
product of unspecific neuritic degeneration. On the other hand, their
participation in neuritic plaque formation led to speculation that small
clusters of dystrophic neurites were the earliest neuritic plaque and
formed later the nucleus at which amyloid was produced and processed
(Wisniewski et al. 1981, Liberski 1986a).

In comparative studies of murine scrapie 22C and 79A strains in
C3H mice the increase of dystrophic neurite counts was observed during
the incubaticn period (Gibbson, Liberski — unpublished observation).
However, the difference between strains 79A — plaque-producing strain
and 22C as nonproducing were not remarkable. Despite their possible
role in neuritic plaque formation, dystrophic neurites seemed to be
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another useful ultrastructural marker, and when observed in large num-
bers, may be used as a diagnostic tool in estimation of the samples
originating from infectious degenerative encephalopathies. This seems
to be particularly important because some models (the model of trans-
missible mink encephalopathy in Hediak-Higashi mink — Marsh et al.
1976) are poorly vacuolized models. Such a marker may be also used
in the study of human biopsy material.

The last question to be eventually settled is the range of the ultra-
structural changes encountered in different natural and experimental
conditions belonging to infectious degenerative encephalopathies. Spon-
giform changes, astrocytic reaction and dystrophic neurites formed the
common background of all these disorders, however, the ultrastructural
picture may be dominated by different elements to different extents. The
majority of murine scrapie models (Fraser 1979) are highly vacuolated
and the astrocytic reaction is scanty with the exception of some gliocytic
models. The 263K hamster scrapie model is pcorly vacuolized and the
hallmark of it is florid astrocytic reaction (Liberski, Alwasiak 1983; Li-
berski 1986b). It would seem that detailed electron microscopic studies
in different combinations of scrapie strain and susceptible animal spe-
cies may enable further comparisons.

ULTRASTRUKTURA MOZGU W DOSWIADCZALNEJ SCRAPIE — SZCZEP 263K
PASAZOWANY PRZEZ ZEOTE CHOMIKI SYRYJSKIE

Streszczenie

W pracy przedstawiono zmiany mikroskopowo-elektronowe w moézgach cho-
mikéw syryjskich zakazonych scrapie szczep 263K pasazowany przez zlote chomiki
syryjskie.

Stwierdzono wystepowanie wewnatrzkomérkowych wakuoli zawierajacych wtor-
ne wakuole i pecherzyki. Wystepowaly one wewngtrz dendrytéow, aksonéow i wy-
pustek glejowych, z przewagg zajecia wypustek neuronalnych. Przedstawiono réow-
niez zmiany w astrocytach i obraz dystroficznych neurytéow, stanowigcych jeden
z charakterystycznych wykladnikéw ultrastrukturalnych encefalopatii ggbczastych.

Przedyskutowano wlasne wyniki w $wietle danych opisanych w innych mode-
lach dos$wiadczalnej scrapie oraz w kuru i chorobie Creutzfeldta-Jakoba.

VJIBTPACTPYKTYPA MO3I'A B DKCIIEPUMEHTAJIbHOM SCRAPIE ITAMM 263K
ITACCAXVPOBAHHBIN 30JIOTBIMU CUPUUCKUMU XOMAKAMU

Pesiome

B pa6oTe npeACTaBIICHBI 3€KTPOHHO-MAKPOCKOUHBIE H3MEHEHNS B MO3re CHPUIICKHX XOMSKOB,
3apaxeHHbIX Scrapie (mrTamm 263K mnaccakupoBaHHBIM 30JIOTBIMH CHPHHCKMMM XOMSKaMH).
OOHapyXeHO NPUCYTCTBHE BHYTPHKJIETOYHBIX BaKyoOJieH, COMEpKALIMX BTOPHYHBIE BaKyOIlM
¥ ny3bipbku. HaxoQummch OHM BHYTPH AEHAPUTOB, AKCOHOB M OTPOCTKOB IJIHH € IpeobiiazanuemM
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B REHPOHANIBHBIX OTPOCTKAX. ITpeacTaBnenbl TakKe H3MEHEHHs B ACTPOLUTAX M KAPTUHA AUCTPO-
(u4eCKkuX HEBPUTOB, COCTABISIIOLIMX OJMH M3 XapaKTepHBIX MOKa3aTenei ry6yaTeix sHuedao-
naTuii.

O6cyxkneHbl COGCTBEHHBIE PE3YJIbTATHI B CBETE JAHHBIX, ONMCAHHBIX B JPYTHX MOJENSX 3KC-

NEepUMCHTANIBHOM scrapie a Taxxe B Kypy u Gonesum Kpoiiudensna-Sxoba.
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Transmissible spongiform encephalopathies consist of four major
disorders: kuru (Gajdusek et al. 1965) and Creutzfeldt-Jakob disease —
CJD (Gibbs et al. 1968) in man, natural scrapie in sheep and goats (Dic-
kinson 1976), and transmissible mink encephalopathy (Marsh, Hanson
1979). They are characterized by a long incubation period, they follow
a slow protracted course and always lead to death. So far all attempts
to isolate and purify the transmissible agent of spongiform encephalo-
pathies have been unsuccessful, this leading to speculations about its
mysterious nature (Gajdusek 1977).

Recently limited evidence has been provided (Bastian 1979; Reyes,
Hoenig 1981; Gray et al. 1980) that the agent might be identified as an
organism belonging to the spiroplasma group, the wall-free prokaryote
associated with mycoplasmae (Tully et al. 1976, 1977, 1980).

The aim of this communication is to suggest that what is called
“spiroplasma-like inclusions” corresponds to an accidental rearrangment
of the cytoskeleton system.

MATERIAL AND METHODS

The source of the scrapie used was 263K “quick” (kindly supplied
by dr R. Kimberlin, Edinburgh, Scotland) propagated through Syrian
golden hamsters (outbred local colony). The experimental protocol has
been described elsewhere (Liberski, Alwasiak 1983). Briefly, the brain
was homogenized in physiological saline at room temperature to give
a 10% suspension, which was cleared by centrifugation at 1600 G for
ten minutes. 0.02 ml of the supernatant was injected into the right
hemisphere of a hamster under mild ether anesthesia. The animals were
sacrificed when unequivocal signs of clinical scrapie appeared (tremor,
ataxia, disturbances of equilibrium). Intracardiac perfusion with two
increasing concentrations of glutaraldehyde and paraformaldehyde in
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cacodylate (pH 7.2) buffer was applied. The tissue was postfixed in 1%
osmium tetroxide, dehydrated in a graded series of ethanol, embedded
in Epon 812, and double stained with lead citrate and uranyl acetate.
The grids were examined with a transmission electron microscopes, EM
109 Zeiss and JEM 100 C Jeol.

RESULTS

The incubation period in the second passage performed in this labo-
ratory and described here was 677 days. Clinical diagnosis of scrapie
was confirmed in every case by the characteristic neuropathological
pattern.

The electron microscopic examination revealed degenerating neurons
and reactive astrocytes. The most intensive microglial reaction was
observed in the brain stem, thalamus and hypothalamus. Many axons
seemed swollen and empty, and numerous vacuoles of different shape
and size were formed within cell processes.

Elongated, spiral inclusions (Fig. 1) were occasionally found among
normal appearing neurotubules. The close proximity between the spirals
and neurotubules was demonstrated. An external “fuzzy” material was
associated with the spirals as well as with the adjacent neurotubules.

Fig. 1. Spiral-like inclusion. Note close proximity of spiral to neurotubules (double

arrows). nt — neurotubules, nf — neurofilaments, arrows — spiral inclusion.
»95 000

Ryc. 1. Inkluzja spiralna. Nalezy odnotowaé bliski kontakt inkluzji i neqrotubl}l

(podwéjne strzalki). nt — neurotubule, nf — neurofilamenty, strzatki — inkluzja

spiralna. Pow. 95 000 X
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The “heads” as described by Bastian (1979), were never observed in
the study presented here. Careful examination of all other hamster
brains revealed neither spirals nor other structures characteristic for
the putative scrapie agent.

DISCUSSION

Spiroplasma-like inclusions firstly encountered in CJD material (Ba-
stian 1979; Gray et al. 1980; Reyes, Hoenig 1981) was later found in
scrapie-infected brains (Masters, Gajdusek 1982). They measured from
375 to 1000 nm in length, and 30 to 115 nm in width. Their localization
was limited to the axoplasm or presynaptic terminals. In some cases
(Reyes, Hoenig 1981) the continuity between spirals and adjacent brain
cell membranes was demonstrated.

The origin of spirals is unknown. Similarities of the electron micro-
scopic pattern of spirals to that of spiroplasmae (Tully et al. 1976, 1977)
suggested the latter as a possible causative agent of spongiform ence-
phalopathies. It should be stressed, however, that curvilinear inclusions
were found only in four or five cases of spongiform encephalopathies
and never in the bulk of other cases studied (Bots et al. 1971; Narang
1974a, b, c; 1975; Baringer, Prusiner 1978; Baringer et al. 1979; Sjakatos
et al. 1979; Chou et al. 1980; Baringer et al. 1981; Shibayama et al. 1982;
Beck et al. 1982; Kim et al. 1982).

The possibility that they represent aggregates of coated vesicles was
suggested by Manuelidis (Masters, Gajdusek 1982). The findings from
this laboratory strongly favoured the view of the artefactual nature
of spirals, and contradicted their involvement in the etiology and patho-
genesis of spongiform encephalopathies. Recently Leach et al. (1983)
attempted to culture spiroplasmae from CJD brains, and to detect anti-
bodies to several recognized spiroplasma species. The failure of all these
attempts provided no support to the hypothesis of involvement of spi-
roplasmae in the etiology of spongiform encephalopathies. It should be
stressed also, that ultrafiltration, sedimentation and irradiation studies
(Prusiner, Hadlow 1979) provided no evidence that an organism of spi-
roplasma dimensions may be the causative agent of spongiform ence-
phalopathies.

ACKNOWLEDGEMENTS: The author thanks Mrs L. Romanska, Mrs
J. Wendt. Mrs Krysicka and Mr C. Andrzejewski for skillful technical
assistance.

CHARAKTER WTRETOW SPIROPLAZMO-PODOBNYCH
W DOSWIADCZALNEJ SCRAPIE

Streszczenie

Spiroplazmy, bedgce patogenami roslin, sg formami pozbawionymi $ciany ko-
morkowej, przez co zblizone sg do mykoplazm. W ciggu kilku ostatnich lat przed-
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stawiono szereg obrazéw mikroskopowo-elektronowych uzyskanych w przypadkach
choroby Creutzfeldta-Jakoba i dos§wiadczalnej scrapie, moggcych odpowiadaé obra-
zom spiroplazm. Badania te staly sie¢ podstawa hipotezy o wudziale spiroplazm
w etiopatogenezie encefalopatii gabczastych. W pracy opisano spiralng inkluzije,
zaobserwowang w doswiadczalnej scrapie, przypominajgcg spiroplazme, pozostajgca
w wyraznej lacznosci z neurotubulami aksonu. Wydaje sie, zgodnie z przyjetym
pogladem, Ze opisywane spiralne wtrety sg jedynie artefaktami bez istotnego zna-
czenia patogenetycznego.

XAPAKTEP CITUPOILIA3MOITOIOBHBIX BKJIFOUEHUN
B DKCIIEPMMEHTAJIBHOM SCRAPIE

Pe3ome

Cruponia3Mmsl, SBJISIOIMINECS] ATOTEHAMH PACTeHHil, 3TO (GOPMBI, HE MMeIOIHE KIETOYHON
0605104KH, Grarogapst 4emMy oHu 6M3KM MMKpomna3MaM. B TeyeHue IOCTEIHHX HECKOJBLKHX JIET
NpEJCTaBIICHO P MEKTPOHHOMHKPOCKOTIHBIX KapTHH, MOJyY€HHBIX B Ciiy4asx Gonesznu Kpoii-
ndenpaa-Axoba M IKCIEPHMEHTAIBHON SCrapie, KOTOpbE MO GBI COOTBETCTBOBATH IPENCTA-
BJICHMIO CIOMPOIIa3M. OTH WMCCIEIOBAHMS CTAM OCHOBOU THIOTE3bI 00 y4acTHHM CHHPOIUIA3M
B 3THONATOTeHe3e Iy6uaThix JHnedanonaThit. B CTaThe OMMACAHO CIMPANBHOE BKIIOYEHHE, HAOITIO
JlaeMoe B JKCIIEPHMEHTAJIbHOM Scrapie, HalOMHMHAIOIIEe CIOMPOIUIA3MbI, HAXOMISIIEECS B SIBHOM
KOHTaKTe ¢ TyOymamu akcoHa. COTrJIaCHO MPUHATON TOYKE 3PEHHMS] BO3MOIKHO, YTO ONMHMCHIBAEMBIE
3IMpPaibHbIC BKITIOYEHWS ABJISIOTCSA TONBKO apredakrtamu 6e3 CyIIECTBEHHOTO NATOTEHETHYECKOTO
CHAYEHMSL.
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W badaniach nad chorobg Parkinsona i zespolami parkinsonowskimi
szezury szczepu Han-Wistar, genetycznie obcigzone zespolem pozapira-
midowym i padaczkg, stanowig material do prac nad poznaniem pa-
tomechanizmu zaburzen pozapiramidowych (Osborne, Sontag 1978). Obja-
wy pozapiramidowe uzyskiwano réwniez po egzogennym podaniu sub-
stancji neurotoksycznych, jedno- lub obustronne — w zaleznosci od
zastosowanego srodka farmakologicznego i miejsca uszkodzenia osrodko-
wego ukladu nerwowego (Agid i wsp. 1973; Tarsy i wsp. 1975; Dray
i wsp. 1977; Scheel-Kriiger i wsp. 1977). W doswiadczalnym zatruciu
manganem, jedynie po dotetniczym wstrzyknieciu chlorku manganawego
(MnCly,), uzyskano przejsciowy zesp6l pozapiramidowy (Kosicka i wsp.
1985, 1986). Biochemicznie model ten charakteryzowal znaczny przyrost
kwasu gamma-aminomasiowego (GABA) w mozgowiu szczura, obnize-
nie puli dopaminy (DA) i stosunku stezen DA/GABA (Kosicka i wsp.
1985, 1986). W powyzszych badaniach stwierdzono, ze wazng role w po-
wstawaniu klinicznego zespolu pozapiramidowego u szczura odgrywa pula
GABA.

W przedstawionej pracy podjeto badania nad neurotoksycznym wply-
wem kobaltu, rowniez dwuwartosciowego metalu. Pierwiastek ten, w
poréwnaniu z manganem, hamuje w wigkszym stopniu aktywnos¢ ami-
notransferazy aminomaslanowej (aminotransferaza 4-aminomaslan: 2-ok-
soglutaran-GABA-T), enzymu katalizujgcego rozklad GABA (Wu 1976).
Zahamowanie procesu rozpadu GABA przyczynia sie¢ do zwigkszenia
jego puli metabolicznej i neuroprzekaznikowej w ukladzie nerwowym
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(Fowler 1973; Wu, Roberts 1974). Ponadto kobalt nalezy do waznych
blokeréw kanaléw wapniowych i transportu neuroprzekaznikéw (Baker
1972; Sypert, Bidgood 1977; Meyer, Cooper 1983). Jony kobaltawe przez
wigzanie sie¢ z ukladami blonowymi zakonczen nerwowych wplywaja
zaré6wno na uwalnianie, jak i na transport neuroprzekaznikéw (Basse-
mir, Straussfeld 1983). Jony kobaltawe nalezg takze do grupy inhibitoréw
niektérych enzyméw ukladu red-ox i moga poprzez zwiekszenie nie-
dotlenienia komérkowego prowadzi¢ do nasilenia objawéw neurologicz-
nych (Webb 1964).

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie calkowitej puli GABA i aktyw-
nosci dekarboksylazy glutaminianowej (GAD) w niektérych strukturach
OUN w objawowym modelu pozapiramidowym u szczura po zatruciu
octanem kobaltawym wspdlistniejgcym z niedokrwieniem mozgu (Buge-
ra, Smialek 1986).

MATERIAL I METODY

Zastosowano podobny model doswiadczalny, jak w pracy Kosickiej
i wsp. (1985), przy czym zamiast manganu wstrzykiwano octan kobal-
tawy.

Do badan uzyto szczury rasy Wistar, samce o masie ciala 150— 180 g.
Po u$pieniu gamma-butyrolaktonem, wstrzykiwanym dootrzewnowo w
dawce 500 mg/kg masy ciala, zwierzetom izolowano i podwigzywano
obie tetnice szyjne wspolne. Nastepnie do tetnicy szyjnej wspolnej le-
wej ponad podwigzaniem wstrzykiwano octan kobaltawy w fizjologicz-
nym roztworze chlorku sodowego w objetosci 50 pl w dawce 1 mg
Co**/mozg. Natychmiast po wstrzyknieciu soli kobaltawej podwigzywa-
no tetnice powyzej miejsca wkhucia igly.

Szczury przeznaczone do badan kontrolnych podzielono na 4 grupy:
Grupa 1 — szczurom wyizolowano jedynie tetnice szyjne wspdlne bez
podwigzywania tych naczyn; grupa 2 — zwierzetom wyizolowano i pod-
wigzano obie tetnice szyjne wspdlne, grupa 3 — wyizolowano i pod-
wigzano obie tetnice szyjne wspdlne, po czym do lewej tetnicy wstrzy-
kiwano 50 ul 0,9% roztworu NaCl i podwigzywano ja powyzej miejsca
wklucia, natychmiast po podaniu soli; grupa 4 (norma) — obejmowala
szczury nie poddane zadnym zabiegom dos$wiadczalnym.

Zwierzeta doswiadczalne i kontrolne 1, 2 i 3 grupy dekapitowano
po uplywie 24, 48 i 72 godzin od. podania octanu kobaltawego lub wy-
konania zabiegu kontrolnego. Moézgi po wyjeciu z jamy czaszkowe]j ozie-
biano na suchym lodzie i pobierano do badan biochemicznych prazkowie,
istote czarng, zakret hipokampa, kore centralng oraz mozdzek (robak).
Probki natychmiast po pobraniu zamrazano w mieszaninie suchego lodu
z metanolem i wykorzystano do oznaczenia poziomu GABA i aktyw-
nosci GAD.
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Oznaczanie stezenia GABA — wykonano metodg Love’a i wsp. (1958)
w modyfikacji Suttona i Simmondsa (1974). Struktury moézgowia homo-
genizowano w 5 objetosciach 0,01 N HCI. Pobierano 200 pl homogenatu
i dodawano 20 pl 10% kwasu tréjchlorooctowego (TCA). Wytrgcone
w ten sposéb biatko odwirowywano przez 20 minut w temperaturze
+4°C przy 900 g/min. Otrzymany nadsgcz inkubowano przez 30 minut
w temperaturze +60°C po uprzednim dodaniu 20 pul 50 mM kwasu
glutaminowego i 200 ul 14 mM ninhydryny. Nastepnie dolewano odczyn-
nik miedziowy (winian miedziowy z weglanem sodowym). Fluorescencje
odczytywano na spektrofluorymetrze Aminco-Bowman przy dlugosciach
fal 380—450 nm.

Oznaczanie aktywnosci GAD przeprowadzono wedlug metody Lo-
ve'a i wsp. (1958) w modyfikacji Suttona i Simmondsa (1974). Tkanke
homogenizowano w 5 objetosciach buforu substratowego, przygotowa-
nego bezposrednio przed doswiadczeniem, o skiadzie: 0,2 M bufor fosfo-
ranowy o pH 6,4, 100 mM kwas glutaminowy i 50 mM fosforan pirydo-
ksalu. Homogenat w objetosci 200 ul inkubowano przez 30 minut w lazni
wodnej w temperaturze +38°C. Nastepnie dodawano 200 ul 10% TCA.
Do prébki standardu wewnetrznego zamiast TCA dodawano 200 pl roz-
tworu GABA w 10% TCA (1 mg GABA w 20 ml 10°% TCA) i wirowano
w ciggu 20 minut przy szybkosci 900 g/min. Dalszy etap oznaczania
aktywnosci GAD przeprowadzono w podobny sposéb, jak oznaczenie
GABA z pominieciem dodatku kwasu glutaminowego.

Bialko oznaczono metodg Lowry i wsp. (1951).

Obliczenia statystyczne uzyskanych danych liczbowych wykonano
przy uzyciu testu t-Studenta.

WYNIKI

Obserwacje kliniczne

Sposréd 121 szczuréw, ktérym podano octan kobaltawy, okolo 50°%
padio w ciggu kilku minut po iniekeji z objawami obrzeku pluc. Okotlo
10% zwierzat nie wybudzilo sie w okresie 2 godzin po zabiegu opera-
cyjnym i zginelo z objawami zaburzen oddechowych (bradypnoe, oddech
typu Chaynes—Stockesa). Pozostale przy zyciu zwierzeta byly poczat-
kowo spowolniate ruchowo i mialy zjezong siers¢. Po okolo 24 godzinach
zaobserwowano drzenie zuchwy i glowy, wzmozone napiecie mie$ni kon-
czyn i grzbietu oraz obnizenie aktywnosci ruchowej. Zwierzeta chodzily
na usztywnionych konczynach z lukowato wygietym grzbietem. Stop-
niowo narastaly u nich zmiany w gatkach ocznych, wskazujace na zmet-
nienie rogowki. Wraz z narastajagcym spowolnieniem ruchowym obser-
wowano nieche¢ do jedzenia i picia. Okres przezycia szczuréw nie prze-
kraczal zwykle 7 dni. Tylko 4 szczury utrzymaly si¢ przy zyciu przez
10 dni.
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62 T. E. Bugera-Piecuch i wsp.

Zwierzeta kontrolne po obustronnym podwigzaniu tetnic szyjnych
wspélnych (grupa 2) i po obustronnym podwigzaniu tych tetnic oraz
podaniu fizjologicznego roztworu NACI (grupa 3) przezywaly okres 30 dni
i dluzej bez objawow pozapiramidowych.

Wyniki badan biochemicznych

Zawartos¢ GABA w mozgowiu szczuréow doswiadczalnych i kontrol-
nych przedstawiono w tabeli 1.

Prgzkowie. U szczuréw nie poddanych zadnym zabiegom, traktowa-
nych jako norma stwierdzono 23,86 +1,86 nmola GABA/mg bialka.
W pozostalych grupach kontrolnych uzyskano: w grupie 1 — 24,29 *
2,14 nmola GABA/mg biatka, w grupie 2 — 25,15 +1,57, w grupie 3 —
24,86 +1,86 nmola GABA/mg biatka. Roznice wynikéw uzyskanych w
grupach kontrolnych byly nieznamienne statystycznie w por6wnaniu z nor-
ma. Po 24 godz. od wstrzyknigcia octanu kobaltawego nie zanotowano
istotnych réznic w odniesieniu do normy. W 48 i 72 godz. po zatruciu
stwierdzono wzrost poziomu GABA odpowiednio o 242 i 223%.

Istota czarna. Stezenie GABA w normie wynosilo 23,86 nmola GABA/
/mg bialka. Wyniki uzyskane w grupach kontrolnych nie roéznilty sie
istotnie od normy. U szczuréow doswiadczalnych po 24 godz. od zatrucia
obserwowano znamienny statystycznie przyrost GABA o 65,9%, po
48 godz. o 155,7%, a po 72 godz. o 214,4%.

Zakret hipokampa. U szczuréw nie poddanych zadnym zabiegom
stwierdzono 10,14 *+1,86 nmoli GABA/mg bialka. Nie stwierdzono istot-
nych roznic pomiedzy grupg przyjeta za norme i pozostalymi grupami
kontrolnymi. U szczuréw z 24-godz. przezyciem po zatruciu przyrost
GABA w zakrecie hipokampa by! statystycznie nieznamienny, natomiast
po 48 i 72 godz. zaobserwowano wzrost stezenia GABA odpowiednio
0 673,24%0 i 466,2°/0 w poréwnaniu z norma.

Kora centralna. W grupie zwierzat stanowigcych norme zanotowano
12,14 £2,00 nmola GABA/mg biatka. Ro6znice grup kontrolnych w sto-
sunku do normy nie byly istotne statystycznie. Po zatruciu octanem
kobaltawym we wszystkich przedzialach czasu wystepowaly statystycz-
nie znamienne réznice. Po 24 godz. w korze centralnej stwierdzono
zwiekszenie puli GABA o 253%, po 48 godz. o 411,8° a po 72 godz.
o 355,30 w poréwnaniu z normag.

Robak mézdzku. Stezenia GABA w tej strukturze wynosily 5,29 *
10,86 nmola/mg bialka w normie. W grupach kontrolnych nie stwier-
dzono istotnych réznic w catkowitej puli GABA w poréwnaniu z norma.
U szczuréw, ktéorym wstrzyknieto octan kobaltawy, obserwowano wzrost
poziomu GABA we wszystkich przedzialach czasowych: po 24 godz.
0 143%, po 48 godz. o 643%, a po 72 godz. o 783,8” w stosunku do
normy.
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Tabela 1. Poziom kwasu gamma-aminomastowego (GABA) w mozgowiu szczura po ostrym zatruciu octanem kobaltawym (nmole GABA/mg biatka)
Table 1. GABA level in the rat brain following acute cobaltous acetate intoxication (nmoles GABA/mg protein)

Kontrola Zatrucie + niedokrwienie
R S Control Intoxication + ischemia
Structure Norm zabieg operacyjny ischbfiia ischemia 24 godz. 48 godz. 72 godz.
sham operation +0,9% NaCl h h h
Prazkowie 23,86+1,86 24,29+4-2,14 25,154-1,57 24,864-1,86 22,57+2,57 81,714+0,57*  77,0042,00*
Striatum 8) ®) 8) 8) 8) 8) 8)
Istota czarna 23,86-+2,00 23,57+2,29 24,71+2,71 25,00+2,86 39,574+-3,43* 61,00+-4,57* 75,00+-3,29*
S. nigra ®) ®) ®) ) ®) 3 (©)]
Kora centralna 12,14+2,00 11,86+3,43 13,00+2,86 13,144+-3,43 41,43+2,71* 62,434-4,57* 55,29-+-2,00*
Central cortex ®) ®) ® ®) ®) ®) ®)
Zakret hipokampa 10,144-1,86 10,14-+2,57 10,29-42,14 10,86+2,57 13,14+3,14 78,43+-1,29%  57,4343,14*
Hippocampus ®3) (©)] ®) ®) ®) - ® ()]
Robak moézdzku 5,29-+0,86 5,43+2,57 6,29+-2,43 6,14+-2,14 12,864-0,71* 39,29+1,57* 46,71+2,43*
Cerebellar vermis ®) ®) ®) ®) ®) ®) ®)

Wyniki podano jako $rednie arytmetycine + é$redni blad Sredniej. W nawiasach — liczba zwierzat

Results are arthmetic means + mean error of the mean. In brackets number of animals is given

* p < 0,05 obliczone wg testu 7-Studenta
* p < 0.05 calculated according to 7-Student’s test
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Tabela 2. Aktywnos¢ dekarboksylazy glutaminowej (GAD) (pmol GABA/mg biatka/min) w mézgowiu szczura w ostrym zatruciu octanem kobaltawym
Table 2. L-glutamate decarboxylase (GAD) activity (pmoles GABA/mg protein/min) in the rat brain following acute cobaltous acetate intoxication

Kontrola Zatrucie -+ niedokrwienie
Striktar o o Control Intoxication + ischemia i
Structure Norm zabieg operacyjny saclibriin ischemia 24 godz 48 godz 72 godz
sham operation +0,9% NaCl h h h

Prazkowie 5,274-0,47 5,26-+-0,03 5,204+-0,10 5,404-0,50 4,06-4-0,40* 3,054-0,64* 4,52--0,20*
Striatum ®) ®) ) (8) 8) (8) 8)
Istota czarna 6,29+0,32 6,26-+0,65 6,43--0,63 6,50--0,64 3,3340;,13* 3,334+0,06* 3,6940,13*
S. nigra 8) ®) ®) ®) ®) ®) ®)
Zakret hipokampa 5,02-+0,90 4,98-+0,11 4,80+-0,41 4,88--0,48 2,06-4-0,29* 2,1540,10* 3,704-0,10*
Hippocampus: ()] ®) ®) @) ()] ® - ®
Kora centralna 4,28+0,30 4,2710,24 4,33-+0,23 4,2940,05 3,04--0,13* 2,16+0,27* 4,08--0,13
Central cortex (8) ®) 8) ®) ®) ®) ®)
Moézdzek — robak 3,55+0,20 3,52+0,33 3,324+0,37 3,30--0,26 2,244-0,12* 2,544-0,26* 4,00+-0,10
Vermis — cerebellar ®) ®8) 8) ®8) ®) ®) : 8)

Objasnienia w tab. 1
Explanations in Table 1
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GABA w zatruciu kobaltem 65

Aktywnos¢ GAD w mozgach zwierzat doswiadczalnych i kontrolnych
zestawiono w tabeli 2.

Prgzkowie. Nie stwierdzono znamiennych statystycznie réznic aktyw-
nosci GAD we wszystkich grupach kontrolnych w odniesieniu do normy.
U zwierzat, ktorym wstrzyknieto octan kobaltawy, zaobserwowano istot-
ny spadek aktywnosci tego enzymu we wszystkich grupach czasowych:
po 24 godz. o 22,9%, po 48 godz. o 42% i po 72 godz. o 14,2%.

Istota czarna. Podobnie jak w prazkowiu nie zanotowano istotnych
réznic w aktywnosci enzymu w normie i w pozostalych grupach kon-
trolnych. U zwierzat poddanych zatruciu kobaltem stwierdzono znamien-
ny statystycznie spadek aktywnosci GAD po 24 i 48 godz. okolo 47%b,
a po 72 godz. okolo 41,4 w poré6wnaniu z normag.

Zakret hipokampa. Roznice w aktywnosci enzymu w normie i w
grupach kontrolnych byly statystycznie nieznamienne. W 24 godz. po
zatruciu aktywnos¢ GAD w zakrecie hipokampa stanowila 41%/¢ normy,
po 48 godz. — 42,9%, a po 72 godz. — 73,6%. We wszystkich grupach
czasowych spadek aktywnosci enzymu byl statystycznie istotny.

Kora centralna. Nie stwierdzono istotnych réznic pomiedzy aktyw-
noscia enzymu w grupie zwierzat nie poddanych zadnym zabiegom do-
$Swiadczalnym i poszczegélnymi grupami zwierzat kontrolnych. W wy-
niku zatrucia kobaltem aktywnos¢ GAD ulegla obnizeniu okolo 29%
po 24 godz. i okolo 49,4% po 48 godz. w stosunku do normy. W 72 godz.
po zatruciu aktywno$¢ GAD w korze centralnej nie réznila sie istotnie
od normy.

Robak médzdzku. Podobnie jak we wszystkich pozostaltych struktu-
rach, aktywnosci enzymu w grupach kontrolnych nie réznily sie istotnie
od normy. U szczuréw z 24 godz. przezyciem po zatruciu stwierdzono
spadek aktywnosci GAD okolo 47%, po 48 godz. okoto 28,5%, w obu
przedzialach czasowych statystycznie znamienne w poréwnaniu z norms.
Po 72 godz. od zatrucia zanotowano nieznaczny, (ok. 12,7° normy) sta-
tystycznie nie istotny wzrost aktywnosci enzymu.

OMOWIENIE

W badanych modelach ostrego zatrucia szczura kobaltem w warun-
kach niedokrwienia OUN objawy piramidowe uzyskano tylko u tych
zwierzat, ktéorym podano octan kobaltawy po podwigzaniu obu tetnic
szyjnych wspolnych. Nasilenie zaburzen piramidowych narastalo wraz
z czasem przezycia zwierzat po zatruciu, przy czym obserwowano obni-
zenie aktywnosci ruchowej i przewage napiecia mie$niowego nad drze-
niem. W uzyskanym objawowym modelu zatrucia octanem kobaltawym
w badanych strukturach mozgowia, a zwlaszcza w istocie czarnej i w
prazkowiu, obserwowano stopniowe narastanie poziomu GABA, ktéremu
towarzyszyly utrzymujace sie zaburzenia pozapiramidowe. Stopniowe
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66 T. E. Bugera-Piecuch i wsp.

zwigkszanie si¢ puli GABA moze stanowi¢ istotny element do wyjasnie-
nia narastajacych objawoéw pozapiramidowych. Na poparcie stusznosci
tej hipotezy mozna przytoczyé wyniki uzyskane w podobnym modelu
doswiadczalnym, w ktéorym zamiast jonéw kobaltawych zastosowano jo-
ny manganawe (Kosicka i wsp. 1985). Rowniez i w tym modelu uste-
powanie przejsciowego zespolu pozapiramidowego bylo zwigzane ze stop-
niowg normalizacjg poziomu GABA.

Przyrostowi puli GABA po zatruciu octanem kobaltawym nie towa-
rzyszylo zwiekszenie syntezy tego neuroprzekaznika, a nawet w poz-
nych przedzialach czasu w niektérych strukturach OUN stwierdzono
obnizenie aktywnos$ci GAD. Znane jest zjawisko hamowania aktywnosci
enzymu syntetyzujacego GAD przez zwigkszone stezenie produktu reak-
cji, jakim jest GABA (Sze, Lowell 1970; Sze i wsp. 1971). Znaczne
zwigkszenie poziomu GABA po zatruciu octanem kobaltawym w warun-
kach niedokrwienia moézgu u szczura, wobec braku przyrostu jego syn-
tezy, moze sugerowa¢ mozliwos¢ obnizenia rozpadu GABA na etapie
katalizowanym przez aminotransferaze aminomaslanowg (GABA-T). Zja-
wisko nagromadzania GABA w ukladzie nerwowym w tych warunkach
dos$wiadczalnych moze wigzaé sie¢ rowniez ze zwiekszonym uwalnianiem
i transportem tego neuroprzekaznika. Kobalt nalezy do waznych dwu-
wartosciowych metali blokujacych wolne kanaly wapniowe (Baker 1972;
Kashiwayanagi i wsp. 1983; Meyer, Cooper 1983; Miyamoto 1983). Po-
nadto pierwiastek ten jest szybko i trwale wigzany przez uklady blo-
nowe pecherzykéw synaptycznych i struktury czesci postsynaptycznej
(Bassemir, Strausfeld 1983), co w efekcie moze prowadzi¢ do hamowania
przewodnictwa pre- i postsynaptycznego i zmniejszenia uwalniania GA-
BA (Sypert, Bidgood 1977).

Uklad tego typu moze przyczyni¢ sie¢ do zmian w ukladzie dopami-
nergicznym, odpowiedzialnym w gléwnej mierze za powstanie zespolu
parkinsonowskiego. Jony kobaltawe sg bardzo szybko transportowane
drogg aksonalng (Clayton, Emson 1977), prowadzac do uszkodzenia wlo-
kien mielinowych (Bugera, Smialek 1986; Gajkowska i wsp. 1986).

Wplyw kobaltu na pule zwigzkéw wysokoenergetycznych moze wig-
za¢ sie z jego dzialaniem hamujacym aktywnos¢ niektérych enzymow
ukladu red-ox zwigzanych z cyklem Krebsa i synteza wysokoenergetycz-
nych wigzan fosforanowych (Webb 1964). Ponadto niektére dwuwartos-
ciowe kationy metali w warunkach niedotlenienia prowadza do auto-
oksydacji dopaminy i produkcji toksycznych wolnych rodnikéw O,
H,0, i OH- (Donaldson i wsp. 1980). Mozna sadzi¢, ze niedotlenienie
wywolane w naszym modelu przez podwigzanie tetnic szyjnych wspol-
nych moglo przyczyni¢ sie do zwiekszenia toksycznego dzialania jonow
Co**. Duzy przyrost puli GABA u naszych szczuréw z zespolem poza-
piramidowym moze by¢ rowniez tlumaczony rozwojem niedotlenienia
zaréwno cytotoksycznego, jak i ischemicznego. Wiadomo, ze synteza
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GABA w zatruciu kobaltem 67

GABA postepuje w warunkach beztlenowych, podczas gdy rozklad tego
neuroprzekaznika wymaga stanu pelnego utleniania komérkowego (Thorn
1 wsp. 1973).

WNIOSKI

1. Obecnos¢ zespolu pozapiramidowego u szczura po zatruciu octa-
nem kobaltawym zalezy od stopnia niedokrwienia mézgu.

2. Zwiekszenie catkowitej puli GABA w wyniku zatrucia octanem
kobaltawym w warunkach niedokrwienia moézgu nie zalezy od przyrostu
syntezy tego neuroprzekaznika.

3. Klinicznemu zespolowi pozapiramidowemu rozwijajgcemu sie po
zatruciu octanem kobaltawym towarzyszy wzrost poziomu GABA w moz-
gowiu szczura.

CHHTE3 GABA B MO3TI'E KPBICBI C SKCTPAIIMPAMUIHBIM CUHIPOMOM ITOCJIE
OCTPOI'O OTPABJIEHUS ALIETUJIAHOM KOBAJIBTA CBS3AHHBIM
C UIIEMUEN MO3TA

Pe3ome

OKCIIEpUMEHTAIBHBIA AKCTPANMPAMHUIHBIA CHHOPOM Yy KpbICHI ObLT BBIpabOTaH METOHOM
BBeZleHHs pacTBopa auetwinana kobamsta (1 Mr Co*+/Mo03r) B Iueiisyio apTepuIO B YCIOBHSAX HC-
XeMHUH MO3ra, BbI3BAHHOMN NEPEBA3KOM OOLIMX CTBOJIOB 00X IIEHHBIX apTEpHiA.

Conepxanne GABA u axktuBHOocTh GAD omnpenensiuchk cnekTpodiroopoMeTpHYECKHM
MertoznoM 1o Love u coast. (1958) B Momubukauuu Satton a. Simmonds (1974).

OOGHapyXeHO 3HAYMTENbHOE yBenmueHue uenoro myna GABA B striatum yepHOM BelecTBe,
LIEHTPAJIbHOM KOPEe MO3Tra, H3BMIIMHE THINIOKAaMIIa U YepBsYKe Mo3xeuka (0T 65,9%, o nmpomecTBuu
24 yacoB 1ocje onepaluud — B YE€PHOM BelecTse, 10 783,89, mo mpoiuecTBum 7 4acoB — B 4ep-
BSYKE MO3Keuka). YBejuueHHe KIMHHYECKHX SKCTPANMPAMMIHBIX CHMITOMOB COIYTCTBOBAJIO
nocTeneHHoe ysenuuenue ypoBHsi GABA B Mo3re KpbiChI.

He nabmonanocs 3aBucuMOCTH Mexnay ysBenmuenuem nyna GABA um BO3pacTanmeM CHHTE3A
9TOr0 HeHpPOTPAHCMUTEPA TOCKONbKY aKTHBHOCTH GAD He mojsepranach U3MEHEHUSM MM IO~
HUXKaJach.

GABA SYNTHESIS IN THE BRAIN OF RAT WITH EXTRAPYRAMIDAL
SYNDROME FOLLOWING ACUTE COBALTOUS ACETATE INTOXICATION
ASSOCIATED WITH CEREBRAL ISCHEMIA

Summary

Extrapyramidal syndrome was achieved by injection of cobaltous acetate
(1 mg Cot/brain) into the left common carotid artery of rats in which cerebral
ischemia was caused by ligation of both common carotid arteries. GABA concen-
tration and GAD activity were estimated with a spectrofluorimetric method after
Love et al. (1958) in Sutton’s and Simmond’s modification (1974).

A marked increase of total GABA pool in striatum, s. nigra, central cortex,
hippocampus and cerebellar vermis was stated (from 65.9%/ in s. nigra 24 h
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after operation up to 783.8% in cerebellar vermis in rats with 72 h survival time).
Increase of GABA concentration was associated with the graduate intensification
of extrapyramidal symptoms. No relationship was found between GABA concen-
tration and GAD activity, which was unchanged or even decreased.
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Zatrucie tréjetylkiem cyny (TET) powoduje zmiany czynnoéciowe
i strukturalne w osrodkowym ukladzie nerwowym (Magee i wsp. 1957;
Torack i wsp. 1970; Benedek i wsp. 1979). Zwigzane s3 one z neurotok-
sycznym dzialaniem tego zwigzku. Obserwacje kliniczne oraz wyniki
badan doswiadczalnych wskazuja, ze TET wywoluje cytotoksyczny ob-
rzek moézgowia i uszkodzenie ostonek mielinowych (Lee, Bakay 1965;
Hedges, Zaren 1969; Torack i wsp. 1970). To ostatnie charakteryzuje sie
rozwarstwieniem blaszek oraz tworzeniem wakuoli wewngtrz linii mie-
dzyokresowej oslonki mielinowej (Scheinberg i wsp. 1961; Hirano i wsp.
1968; Graham, Gonatas 1973) i w konsekwencji moze prowadzi¢ do zwy-
rodnienia oslonek w osrodkowym ukladzie nerwowym (Smith 1973; Ger-
ren i wsp. 1976).

Badania patofizjologiczne zaré6wno w ostrym, jak i w przewleklym
zatruciu TET prowadzono sporadycznie. Ograniczaly sie one do ogélnej
charakterystyki EEG (Benedek i wsp. 1976; Marshall i wsp. 1976). Nie
znaleziono natomiast w dostepnym piSmiennictwie réwnolegle prowa-
dzonych badan ECoG i EKG u zwierzat podczas ostrego zatrucia tréj-
etylkiem cyny. Tego typu badania maja istotne znaczenie nie tylko dla
charakterystyki faz, dynamiki i przebiegu zatrucia, ale takze dla wy-
jasnienia mechanizméw rozwijajacych sie w tym czasie zmian patologicz-
nych w osrcdkowym ukladzie nerwowym. W pracy podjeto prébe po-
rownania zmian wybranych parametrow fizjologicznych w warunkach
ostrego zatrucia TET, przy zastosowaniu dwoéch réznych dawek.

MATERIAL I METODY

‘Badania wykonano na szczurach rasy Wistar o masie ciala 150—
250 g. Doswiadczenia przeprowadzono w dwoch grupach. Zwierzetom
grupy 1 podawano TET dootrzewnowo, jednorazowo w dawce 2,5 mg/kg
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masy ciala. Zwierzeta grupy 2 otrzymywaly TET w dawce 9 mg/kg
masy ciala. Grupe kontrolng stanowily szczury, ktérym zamiast TET
wstrzyknieto dootrzewnowo 0,9% roztwér NaCl. Po 12, 24, 48 godz. od
podania TET szczury usypiano eterem (kazda grupa czasowa obejmowala
5 zwierzat). Nastepnie po miejscowym znieczuleniu 1°/0 Xylocaing od-
staniano kosci czaszki. Srebrne elektrody iglowe mocowano w kosciach
czaszki w okolicy ciemieniowej, potylicznej i w zatoce czolowej w celu
rejestracji ECoG. Stosowano dwa odprowadzenia jedno jednobiegunowe
i drugie dwubiegunowe. Zapisy ECoG i EKG (odprowadzenie II) reje-
strowano za pomocg aparatu EEG (Accutrace-8, firmy Beckman).

Po zakonczeniu doswiadczen u wszystkich zwierzat przeprowadzono
badanie sekcyjne, zwracajac szczegélng uwage na zmiany wystepujace
w sercu i plucach. Do badan w mikroskopie $wietlnym pobrano wycinki
z mieénia sercowego, ktore po utrwaleniu w 10%o formalinie przeprowa-
dzano w sposob standardowy i zatapiano w parafinie. Skrawki barwiono
hematoksyling i eozyna.

WYNIKI

Obserwacje kliniczne

U zwierzat obu grup doswiadczalnych pierwsze objawy kliniczne ob-
serwowano juz po Kkilku minutach od momentu wstrzyknigcia TET.
Stwierdzano tachykardie, przyspieszenie oddechu oraz spowolnienie ru-
chowe nasilajgce sie wraz z uplywem czasu. Szczury byly apatyczne, nie
reagowaly lub slabo reagowaly na otoczenie. W tym czasie obserwowano
réwniez postepujgce zwiotczenie miesni szkieletowych.

U zwierzat, ktérym podano TET w dawce 2,5 mg/kg masy ciala,
oprocz spowolnienia, obserwowano brak koordynacji ruchow, ktére w
tym czasie odbywaly sie¢ w plaszczyznie poziomej w lewo lub w prawo
i miaty charakter pelzajgcy. Natomiast u szczurow, ktore otrzymaty
9 mg/kg masy ciala, pojawialy si¢ w tym czasie objawy $pigczki. U zwie-
rzat obu grup bardzo silne bodzce bélowe powodowaly krotkotrwale,
op6znione i zwolnione reakcje ruchowe. Opisane objawy obserwowano
po 6 godz. od podania TET. Po tym czasie u zwierzat grupy 1 wystgpo-
wal mniej lub bardziej gleboki sen, natomiast szczury grupy 2 byly
w stanie $pigezki o réznym nasileniu. Reakcje odruchowe byly u szczu-
réw minimalne lub okresowo zniesione.

W 12 godz. po wstrzyknieciu TET w dawce 2,5 mg/kg masy ciala
zwierzeta wykazywaly spontaniczng aktywno$é¢ . ruchowa. Natomiast
u zwierzat grupy 2 mozna bylo za pomocg silnych bodzcow wywotac
reakcje odruchowe, ktére byly bardziej dynamiczne i dluzej trwajace
niz w 6 godz. po podaniu TET.

W 18 godz. po iniekeji TET u zwierzat obu grup objawy kliniczne po-
nownie sie nasilaly. Szczury grupy 1 slabo reagowaly na otoczenie,
wystepowalo spowolnienie ruchowe i zwiotczenie miesni szkieletowych,
u zwierzat grupy 2 rozwijal si¢ ponownie stan glgbokiej spigczki.
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Po 48 godz. po podaniu TET stan kliniczny zwierzat grupy 1 byt
zblizony do normy. Tylko u niektérych zwierzat grupy 2 obserwowano
nieznaczng poprawe, co objawialo sie ustgpieniem stanu $pigczki oraz
nasileniem reakcji ‘odruchowych i ruchowych na silne bodzce, natomiast
wiekszo$¢ byla w stanie $pigczki.

Po 2—3 dniach wiekszos¢ zwierzat grupy 1 nie roéznila sie od kon-
troli, jednakze pojedyncze szczury tej grupy w tym czasie padaly. Na-
tomiast w grupie 2 tylko pojedyncze zwierzeta wykazywaly nieznaczng
poprawe stanu klinicznego, a wigkszo$¢ szczuréw z nasilonymi niedo-
wladami i porazeniami tylnych konczyn padala wsréd objawow niewy-
dolnosci krazenia.

U wszystkich zwierzat przez caly okres obserwowano obnizenie ciep-
oty ciala, pragnienia i taknienia.

ECoG

Przed podaniem TET rejestrowane parametry (ECoG, EKG) miescity
si¢ w granicach fizjologicznych. Zapis ECoG u zwierzat kontrolnych
skladat sie z fal o czestotliwosci 16—20/s z amplitudg wahajgcg sie od
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Ryc. 1. Zmiany ECoG u szczura po podaniu TET w dawce 2,5 mg/kg masy ciala.
Okres_obserwacji: 12—48 godz. po iniekcji. Stala czasu: 0,03 s

Fig. 1. Changes in ECoG in rat after TET administration in a dose of 2.5 mg/kg b.w.
Observation time: 12—48 h after TET injection. Time constant: 0.03 s
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Ryc. 2. Zmiany ECoG u szczura po podaniu TET w dawce 9 mg/kg masy ciala.
Okres obserwacji: 12—48 godz. po podaniu TET. Stala czasu: 0,03 s

Fig. 2. Changes in ECoG in rat after TET administration in a dose of 2.5 mg/kg b.w.
Observation time: 12—48 h after TET injection. Time constant: 0.03 s

10 do 100 pV i byl porozdzielany falami o czestotliwosci 3—5/s z ampli-
tudg dochodzacg do 140 uV (ryec. 1, 2).

W grupie 1 w 12 godz. po podaniu TET w zapisach ECoG domino-
waly fale o czestotliwosci 1—3/s wystepujace pojedynczo lub w skupiskach.
Amplituda ich dochodzila do 200 uV. Po 24 godz. obserwowano glownie
fale o czestotliwosci 2—3/s i amplitudzie do 110 uV. W 48 godz. po po-
daniu TET zapis ECoG byt zblizony do kontrolnego. Fale o czestotliwosci
1—3/s i amplitudzie do 160 pV oraz iglice spotykano w zapisach spora-
dycznie (rye. 1).

W grupie 2 w 12 godz. po podaniu TET w zapisach ECoG dominowatly
fale o czestotliwosei 3/s i amplitudzie dochodzacej do 160 uV. Na po-
wyzsze fale nakladaly sie fale o czestotliwosci do 16/s i amplitudzie
10—40 pV. Po 24 godz. zmiany powyzsze nasilaly sie. Zwiekszala sig
ilos¢ fal wolnych na niekorzys¢ fal o czestotliwosci $redniej. W 48 godz.
stwierdzano skupiska fal o czestotliwosci 8/s. Skupiska te skladaly sie
glownie z fal delta i iglic i byly porozdzielane izoelektrycznymi odcin-
kami o zmiennym czasie trwania (ryc. 2).
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EKG

W zapisach EKG u szczuréw kontrolnych wystepowat rytm zatoko-
wy, miarowy o czestotliwo§ci 420—456/min (ryc. 3 i 4). W grupie 1
w 12 godz. po podaniu TET pojawiala sie bradykardia o czestotliwosci
290—358/min. Obserwowano w tym czasie uniesienie zalamka T i zanik
zalamka S, z rownoczesnym zmniejszeniem amplitudy zespoléw komo-
rowych do 100—140 uV i wydluzeniem czasu ich trwania. Odcinek TP
mial ksztalt miseczkowaty i byl obnizony, a czas jego trwania byt diuz-
szy niz w kontroli. Po 24 godz. akcja serca wynosita od 312 do 375/min.
Stwierdzano postepujgce unoszenie sie zalamka T do goéry z réwnocze-
snym zwiekszeniem jego amplitudy. Odcinek TP byl obnizony, lecz w
mniejszym stopniu. W 48 godz. akcja serca byla miarowa i dochodzila
do 324—380/min, nadal utrzymywatly sie zmiany zalamka S i T (ryc. 3).

W grupie 2 w 12 godz. po podaniu TET obserwowano bradykardie
wynoszgcg 288—384/min. Zespoly komorowe mialy zmniejszong ampli-
tude w poréwnaniu do kontroli. Zalamek S mial ksztalt miseczkowaty
i byl obnizony. Natomiast zalamek T byl uniesiony, a zalamek P miatl
zwiekszong amplitude. Oprocz tego stwierdzano wydluzenie odcinka ST
z rownoczesnym skroceniem odcinka TP. Po 24 godz. obserwowano unie-
sienie zalamka T, natomiast zalamek S zanikal. Odcinek TP byl obni-
zony i mial ksztalt miseczkowaty. Zalamek P nadal mial zwigkszong
amplitude. Zespoly komorowe mialy wiekszg amplitude niz w kontroli.
Natomiast odcinek PR byt wydluzony. Akcja serca w tym czasie wy-
nosita od 177 do 357/min. W 48 godz. akcja serca byla miarowa i wahala
sie od 182 do 353/min. Zmiany zalamkoéow P, S i T oraz odcinka TP
nadal sie utrzymywaly, lecz o mniejszym nasileniu (ryc. 4).
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Ryc. 3. Zmiany EKG u szczura po podaniu TET w dawce 2,5 mg/kg masy ciala.
Okres obserwacji: 12—48 godz. po iniekcji TET. Stala czasu: 0,03 s.

Fig. 3. Changes of ECG in rat after TET administration in a dose of 2.5 mg/kg b.w.
Observation time: 12—48 h after TET injection. Time constant: 0.03 s.
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Ryc. 4. Zmiany EKG u szczura po podaniu TET w dawce 9 mg/kg masy ciala.
S Okres obserwacji: 12—48 godz. po iniekcji TET, Stala czasu: 0,03 s.
Fig. 4. Changes of ECG in rat after TET administration in a dose of 9 mg/kg b.w.
Observation time: 12—48 h after TET injection. Time constant: 0.03 s.

X "

Badanie morfologiczne miesnia sercowego

W obu grupach doswiadczalnych, niezaleznie od czasu przezycia zwie-
rzat, podczas oceny makroskopowej obserwowano w miesniu sercowym
punktowe wybroczyny krwawe o réznym umiejscowieniu i zmiennej
ilosci. W badaniach mikroskopowych stwierdzono rozlegle, $wieze wy-
lewy krwawe rozsuwajace i rozrywajgce wiokna miesniowe oraz jeziorka
plynu przesieckowego umiejscowione gléwnie przynaczyniowo, rzadziej
bez zwigzku z naczyniami pomiedzy pasmami wldkien miesniowych
(ryc. 5A, B).

OMOWIENIE

Wyniki badan czynnosci bioelektrycznej kory moézgu wskazuja na
identyczno$¢ zaburzen w obu grupach doswiadczalnych w 12 i 24 godz.
obserwacji. W tym czasie w zapisach ECoG dominowatly fale delta o am-
plitudzie dochodzgcej do 200 pV. Charakter zmian w zapisach byl zbli-
zony do opisanych przez innych autoréw w podobnych lub zblizonych
warunkach doswiadczalnych (Benedek i wsp. 1976; Benedek i wsp. 1979).

Istotne ro6znice pomiedzy grupami pojawily sie w 48 godz. po po-
daniu TET. Dotyczyly one jakosciowej i ilosciowej charakterystyki za-
pisu elektrokortykograficznego. U zwierzat grupy 2 stwierdzono pogle-
bienie sie zmian patologicznych w zapisach ECoG. Wyrazem tego bylo
zwiekszenie ilosci fal delta i iglic oraz odcinki izoelektryczne o zmien-
nym czasie trwania. Odwrotne zjawisko obserwowano w grupie 1 zwie-
rzat, wskazujgce na odwracalno$¢ zmian patologicznych w zapisach czyn-
nosci bioelektrycznej kory mézgu.
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Ryc. 5. Rozlegle, $wieze wylewy krwawe w mies$niu sercowym, rozsuwajgce i roz-
rywajace widkna miesniowe. Czas przezycia zwierzat po podaniu TET — 24 godz.
Ryc. 5A — dawka TET 2,5 mg/kg masy ciala, ryc. 5B — 9 mg/kg masy ciala.
H—E. Pow. 100X
Fig. 5. Extensive recent hemorrhages in the cardiac muscle, separating and da-
maging muscle fibers. Survival time after TET administration 24 h. Fig. 5A —
TET dose 2.5 mg/kg b.w. Fig. 5B — TET dose 9 mg/kg b.w. H—E. X100
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Zmiany ECoG wykazujace zaleznos¢ od dawki TET przypominaly
w swoim ogdlnym iloSciowym i jakosciowym obrazie nieprawidlowosci
zwigzane z ograniczeniem mozgowego przeplywu krwi lub obrzekiem
moézgu (Marshall i wsp. 1976; Legrain, MacKenzie 1981; Pluta 1982;
Pluta, Ostrowska 1986).

W obu grupach doswiadczalnych zaburzenia czynnos$ci mie$nia ser-
cowego mialy taki sam charakter. W zapisach EKG stwierdzano cechy
niedokrwienia miesnia sercowego oraz zaburzenia okresu repolaryzacji.
Stalym elementem towarzyszacym tym zmianom byla postepujgca bra-
dykardia. Wykladnikiem patomorfologicznym uszkodzenia mieénia ser-
cowego byly rozlegle wylewy krwawe. Opisane zaburzenia czynnosciowe
moga mie¢ bezposredni zwigzek z toksycznym dzialaniem TET na mie-
sien sercowy. Nie mozna réwniez wykluczy¢ wplywu na czynnosc i stan
miesnia sercowego, rownolegle rozwijajacych sie zmian patologicznych
w osrodkowym ukladzie nerwowym (Gerren i wsp. 1976; Marshall i wsp.
1976). Benedek i wsp. (1979) sugeruja, ze dzialanie histotoksyczne TET
zwigzane jest z pierwotnym pobudzeniem sympatycznego ukladu ner-
wowego.

Zmiany zachowania sie szczurow w przedstawionej serii doswiadczen
sg podobne do obserwacji poczynionych przez innych autoréow (Suzuki
1971; Benedek i wsp. 1979). Na podstawie powyzszych danych doswiad-
czalnych nalezy stwierdzi¢, ze zwierzeta grupy 1 powracaly po zatruciu
trojetylkiem cyny do stanu prawidlowego. W tej grupie zwierzat zmiany
mialy charakter catkowicie odwracalny, natomiast w grupie 2 wszyst-
kie zwierzeta ginely w ciggu trzech dni obserwacji.

Zroznicowany w obu grupach doswiadczalnych przebieg kliniczny
zatrucia, jak rowniez zmiany ECoG wykazujace zalezno$¢ od zastosowa-
nej dawki TET, znalazly wyraz w wynikach badan Ostrowskiej (1986)
w tym samym modelu do$wiadczalnym. Stwierdzila ona tylko po zastoso-
waniu TET w dawce 9 mg/kg cytotoksyczny obrzek w OUN, powiklany
w poézniejszym okresie zatrucia zaburzeniami przepuszczalno$ci bariery
naczyniowo-moézgowej. Rozwdj obrzeku mozgu i jego nastepstwa w po-
staci dodatkowego dzialania czynnika anoksyjno-ischemicznego miaty
istotny wplyw na obraz kliniczny zatrucia i wykladniki bioelektrycznej
czynnosci moézgu.

MU3MEHEHUS 9Kol' U OKI" ITP1 OCTPOM OTPABJIEHUU
TPUITUJIOM OJIOBA V KPBIC

Pe3ome

Uccnenosauus GbIIM NPOBEIEHBI HA B3POCIIBIX KPBICAX JIMHUA BrCTap B 2 3KCNIEPUMEHTAIBHBIX
rpynnax. XXusoTnere u3 I rpynmer monyunau omHoxpaTHo BHyTpuOprommuuo TET B 103e 2,5 mr/«r
BEca TeJja, a KpbIChl M3 2 rpynmel — 103y 9 Mr/kr Beca Tena. B oGemx rpynnax B 12 u 24 yaca nocne
noxayu TET B 3amucsax DKol qoMuHMpOBaiM MeIeHHbIE BOJIHBI. B 48 yacy nabGmronenus 3anucu
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OKolI B I rpynne He OT/IMYAIUCh OT KOHTPOJIBHBIX 3AITUCEH, TOT/Ia KaK BO BTOPOi rpynme Habmo-
1aJI0Ch yBEIIMYEHHME IATOJIOTHYECKHX M3MEHEHWU C YBEIMYEHHMEM YMCIIAa BOJIH HENbTa M NHKOB
a TAKKe MOSABICHHEM H303JIEKTPUYECKUX YIACTKOB NEPEMEHHOM M TenbHOCTH. Mi3menenus 8 DKol
TPOSIBIIAFOLIME 3aBUCHMOCTb OT 103bl TET, Ka4eCTBEHHO M KOJMYECTBEHHO HAIIOMUHAJIH OTKJIO-
HEHHUA OT HOPMBI, CBSI3aHHbIC C OIPAHMYEHHEM MO3TOBOTO KPOBOOOpAIIEHHS MM OTEKOM MO3ra.

Hapacrauuto u3menennit B OKol™ conyTcTBOBaNO yrirybienue OTKIOHEHMHA OT HOPMBI B 3a-
nuce DKI, CBUACTEILCTBYIOIMX O UCXEMHHU CEPIEYHOM MBINILEI ¥ HAPYIIEHUAX MEPHOAA PENOsi-
pusauun. ITOCTOAHHBIM JIeMeHTOM Oblta GpaauKap/usi, HACUIAIOLIASCS OJHOBPEMEHHO C YBe-
muyeHneM Bpemenn HaOmomenus. ITaToMopdomornyeckoe MCCleIOBaHME BHISBUIO B CEpPACYHOM
MBILILE OOLIHPHBIC KPOBOU3IHAHKS, TIOBPEKIAIOLINE MBIIICYHBIE BOJIOKHA, HAMOOJIe€e BEIPAaKEHHBIE
y kpeic u3 rpymnst II.

V KHBOTHBIX 00€MX 3KCIEPUMEHTANIBHBIX I'PYNI HAOIIOMANOCh OXJIAXIEHUE Teja, WCYE3HO-
BEHUE WJIH yMEHbLICHHE peakuuu Ha 0ouib, HapacTaouiee OOHIKEHHE JBUIATEbHON aKTHBHOCTH,
u xoma. Knunuueckas xapTuHa KpbiC u3 I rpynmbl HOpManu3MpoBanach, TOrJa Kak y KpBIC U3
II rpynms! KIMHAYECKHE H3MEHEHUS HAPACTAJIM ¥ IIPHBEIIA K THOCNIN BCEX MCCIIEAYEMBIX JKHBOTHBIX.

CHANGES OF ECoG AND ECG FOLLOWING ACUTE TRIETHYLTIN
INTOXICATION IN RATS

Summary

Investigations were performed on adult Wistar rats which were given single
i.p. injection of TET in a dose of 25 mg/kg b.w. (group I) and 9 mg/kg b.w.
(group II).

ECoG recordings revealed a predominance of slow waves in animals of both
experimental groups 12 and 24 h after TET administration. After 48 h ECoG in
group I did not differ from control, whereas in group II intensification of patho-
logical changes was found, with the increase of delta waves and spikes and the
appearance of isoelectric areas of varying duration time. The ECoG changes,
which were related to the TET dose in general resembled those following re-
striction of cerebral blood flow or cerebral edema. Intensification of ECoG changes
was accompanied by the increase of ECG abnormalities being indicative of cardiac
muscle ischemia and disturbances of repolarization period. The steady element
was bradycardia, increasing with the survival time after TET administration.
Pathomorphological study of the heart revealed extensive hemorrhages in the
cardiac muscle, more pronounced in the animals of group II. :

Clinically, rats of both experimental groups were characterized by decrease
of body temperature, gradually decreased motor function, decrease or loss of
reaction to pain stimuli and comatous state. Rats of group I usually recovered,
whereas in group II clinical disturbances increased, leading to death of all ex-
perimental animals.
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EFFECT OF HYPERTHERMIA ON THE STRUCTURAL
AND ENZYMATIC PROPERTIES OF RAT CEREBELLUM
CULTURED IN VITRO

Medical Research Center, Polish Academy of Sciences, Warsaw, Poland

Hyperthermia is a common clinical complication leading to cerebral
dysfunction but its effect on the brain structure or metabolism is not
well understocd. The results reported in animal experiments demon-
strated that the effect of hyperthermia on structural and biochemical
parameters of tissue damage is to a large extent secondary to hyperven-
tilation, alkalosis and a fall of blood pressure (Gaudio, Abramson 1968;
Nemoto, Frankel 1970), but not due to hyperthermia per se. In the
central nervous system, secondary brain hypoxia or ischemia may addi-
tionally complicate the picture of tissue damage (Frankel et al. 1963;
Hales et al. 1967; Dunn, Lioy 1971).

The present study was undertaken to examine the direct effect of
increasing ambient temperature on the morphological structure of neu-
rons and glia cells growing in vitro. Our previous work on the effect
of hyperthermia on the enzymatic activity in cultured rat cerebellum
demonstrated a marked increase of glucose-6-phosphate and succinate
dehydrogenase in the glia cells without their significant morphological
alterations (Renkawek, Majkowska 1984). The ultrastructural basis for
a correlative enzymatic study of the direct effect of temperature on CNS
cultures is presented.

MATERIAL AND METHODS

Organotypic cultures were prepared from newborn rat cerebella (Wis-
tar). Each cerebellum was cut into 8—10 parasagittal 1—2 mm sections,
explanted in pairs on collagen-coated coverslips and maintained at
36—36.5°C in Carrel flasks. The nutrient medium consisted of 40%, fetal
calf serum, 50% Earle’s solution pH 7.1—7.2, 10% embryo saline extract,
600 mg®/o cof glucose and penicillin (100 units/ml of medium). Seven and
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14 DIV cultures (DIV — days in witro) growing in standard conditions
were transferred to an incubator maintained at a temperature of 39°,
40° or 41°C for 3 h. Afterwords, the cultures were either (1) fixed imme-
diately following hyperthermia or (2) they were kept at a standard tem-
perature of 36—36.5°C for 24, 48 and 72 h. Cultures from all experimen-
tal groups were stained by routine histological methods including PAS,
PAS-dimedon reactions (Bulmer 1959), phosphorylase activity was de-
monstrated by the method of Takeuchi and Kuriaki (1955); the activity
of uridine-diphosphate glucose-glycogen transferase according to Takeu-
chi and Glenner (1961), and acid phosphatase after Burstone (1962). For
electron microscopy, the cultures were fixed in cold 2% glutaraldehyde
for 1/2 h. The tissues were then rinsed in cacodylate buffer, pH 7.2, for
1 h, and postfixed for 1 h in 1% osmium tetroxide in cacodylate buffer,
pH 7.2. After dehydratation, the cultures were embedded in Epon 812,
cut on an ultramicrotome, counterstained with uranyl acetate and lead
citrate and examined in a JEM 100 B electron microscope.

RESULTS

Organotypic cultures taken for the experiments were composed of
thick explants with generally a monolayer outgrowth zone. On the follow-
ing days in vitro, the explants became flattened and the outgrowth zone
was composed of numerous, densely packed glial cells (Fig. 1).

After incubation at 39°C and 40°C for 3 h the explants and the
outgrowth zone exhibited under the light microscope small morphologi-
cal changes such as vacuolization of the cytoplasm and reduction in the

Fig. 1. Control culture of cerebellum. 7 DIV. Outgrowth zone composed of nume-
rous, densely packed glial cells. Cresyl violet. <100

Ryc. 1. Hodowla kontrolna mézdzku, 7 dni in vitro. Strefa wzrostu utworzona przez
liczne, gesto ulozone komorki glejowe. Fiolet krezylu. Pow. 100X
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Fig. 2. High activity of acid phosphatase in the astrocytic cell cytoplasm in 14 DIV
control culture. X200

Ryc. 2. Wysoka aktywnoéé¢ fosfatazy kwasnej w cytoplazmie komoérek astrocytar-
nych, Hodowla kontrolna, 14 dni in vitro. Pow. 200 X

lengths of the cell processes; in some instances also inhibition of the
outgrowth. At 41°C, numerous cells became damaged. The explants de-
tached from the glass and the cultures were presumed to undergo necro-
sis. Further, after exposure for 30 min to temperatures higher than
41°C, degenerative changes were frequent and irreversible.

After a thermic shock for 3 h at 39—40°C, the cells, when returned

Fig. 3. Enhanced acid phosphatase activity after 40°C and 24 h surval in standard

conditions. Reaction product is present in the cytoplasm of all types of the glial

cells. Nuclei and cell processes exhibited no activity. Culture of cerebellum, 14 DIV.
%200

Ryc. 3. Hodowla moézdzku, 14 dni in vitro. Zwiekszona aktywnoéé fosfatazy kwas-

nej po przegrzaniu (40°C) i 24 godz. przezyciu w warunkach standardowych. Pro-

dukt reakcji enzymatycznej widoczny w cytoplazmie wszystkich typéw komoérek

glejowych. Jadra i wypustki komoérek glejowych nie wykazujg aktywno$ci enzy-
mu. Pow. 200X
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to standard conditions for 24—72 h not only grew normally again, but
also began to rebuild their loss of cytoplasmic structures.

The glial cells cultured in standard conditions were characterized
by a high activity of acid phosphatase (Fig. 2). In the experiments, enzy-
matic activity increased immediately after hyperthermia and remained
higher as compared with the control values after 24 and 72 h (Fig. 3).
PAS-positive reaction granules were present in the cytoplasm of the
glia cells, but the PAS-dimedon reaction was not visualized as glycogen
granules. The activities of both enzymes connected with glycogen, trans-
ferase and phosphorylase, were not observed in the cultured cells.

Ultrastructural observations performed on 7 DIV cultures subjected
to 39°C and fixed immediately after hyperthermia showed noticeable
lesions in the glial cells. These changes involved some, but not all, the
glia cells. One of the first changes seen after 3 h of exposure to hyper-
thermia was granular degeneration of the mitochondrial matrix and
disruption of their cristae. The characteristic picture represented a great
variety in the severity of cell damage from slight edematous changes
to pronounced degeneration of the cells. A common morphological featu-
re observed in most of the cells was a reduced number of their organel-
les and the appearance of numerous lysosomes, vesicles or shortened
channels of endoplasmic reticulum. In the cytoplasm large, dark and
elongated mitochondria often appeared (Fig. 4). In some cells, prominent
bundles of gliofibrils were lying between the cell organelles. Numerous
fibrillar elements, scattered phagocytic vacuoles, lysosomes and a few
ribosomes represented degenerative changes of the glia cells. The nuclei
of glial cells were usually large, and chromatin was widely distributed.
Several cells possessed prominent nucleoli, but no distinct abnormalities
in their structure were visible.

In the same experimental group, slight structural changes as compa-
red to the more affected glial cells, exhibited a granular type of neuron.
The increased number of lysosomes was one of the most pronounced
alterations (Fig. 5). In different areas of the cytoplasm, there were scatte-
red or accumulated lipid bodies irregular in shape and density. Another
feature frequently observed during heat treatment, was a reduced num-
ber of polyribosomes. In many granular cells, the normal grouping of
ribosomes into polysomes characteristic for untreated cells was no longer
noticeable and, only monosomes were seen. The channels of granular
endoplasmic reticulum were shortened, few in number and covered with
scanty ribosomes. i

At 39—40°C or even 41°C, no structural lesion occurred in Purkinje
cells. They displayed numerous granular endoplasmic membranes and
scattered free ribosomes. Mitochondria had rudimentary cristae and
amorphous material. There were no striking nuclear lesions after expo-
sure to hyperthemia. Nucleoli were prominent and some of them exhi-
bited a coarse and densely packed structure (Fig. 6).
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Fig. 4. Culture of cerebellum, 7 DIV, 3 h after 39°C. Lysosomes and mitochondria
with electron-lucent or condensed mitochondrial matrix in the cytoplasm of glia
cells (G). X12000

Ryc. 4. Hodowla mézdzku, 7 dni in vitro, 3 godz. przezycia po 39°C hipertermii.

W cytoplazmie komoérek glejowych (G) widoczne lyzosomy oraz mitochondria
o przejasnionej i zageszczonej macierzy. Pow. 12 000 %

Fig. 5. Culture of cerebellum, 7 DIV, 3 h after 39°C. Numerous lipid droplets and
damaged mitochondria in the granular neuron (Gr). X9000
Ryc. 5. Hodowla mézdzku, 7 dni in vitro, 3 godz. przezycia po przegrzaniu w 39°C.
W komoérce ziarnistej (Gr) widoczne liczne krople lipidowe i uszkodzone mito-
chondria. Pow. 9000 X
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Fig. 6. Culture of cerebellum, 7 DIV, 24 h after 40°C. Intact structure of Pur-
kinje cell (P) and slight ultrastructural abnormalities in the granular cells (Gr).
%6000

Ryc. 6. Hodowla mézdzku, 7 dni in wvitro, 24 godz. po przegrzaniu w 40°C. Pra-
widlowa struktura komoérki Purkinjego (P), nieznaczne zmiany w organellach ko-
moérek ziarnistych (Gr). Pow. 6000X

Fig. 7. Culture of cerebellum, 7 DIV, 3 h after 39°C. Two neurons with intensive
accumulation of glycogen particles (gly). <9000

Ryc. 7. Hodowla mézdzku, 7 dni in wvitro, 3 godz. po przegrzaniu w 39°C. Wi-
doczne dwa neurony z obficie nagromadzonymi ziarnistoiciami glikogenu (gly)
W cy}oplazmie. Pow.‘ 9000 <
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Immediately after 3 h of hyperthermia in astrocytes and granular
neurons, glycogen was present (Fig. 7). Glycogen accumulation was ob-
served within astrocytic processes and neuronal and glial perikarya. It
was characteristic that few other abnormalities accompanied this accu-
mulation. These was some swelling of mitochondria with loss of internal
cristae. Moreover, one could observe that morphological similar cells
showed a lack of glycogen, whereas others were filled with granules.
After 24 h or a longer time after hyperthermia, glycogen was not detec-
ted.

Similar structural changes to those described above were observed
24 h after hyperthermia but, they were much less pronounced. Mito-
chondrial swelling, vacuolization of the cytoplasm and lipid degeneration
could be noted in some cells, but the number of cells involved in the
degenerative process was reduced. Most of the neurons were not affected.
In the granular cells, only lysosomes were seen more frequently than
in control cells. Free ribosomes were fairly abundant and they reassem-
bled into polysomes. In Purkinje cells, condensation of chromatin on
the nuclear membrane and prominent nucleoli, not uniform in structure
were sporadicaly seen. When the cultures were returned to 36-36.5°C
for 48 and 72 h, lesions of astrocytes and neurons were not observed.

The 14-day-old cultures exposed to 3 h hyperthermia and examined
both immediately or after 24—72 h of survival under standard condi-
tions exhibited less pronounced ultrastructural changes. There were se-
veral severely affected astrocytes, but most of them were not changed.
In granular neurons, the increase in cytoplasmic free ribosomes and po-
lysomes that can be interpreted as evidence of active protein synthesis,
occured in the recovery period from thermic shock.

DISCUSSION

Our data brought some new information concerning the influence
of direct hyperthermia on the CNS cells including glia and neurons,
which was difficult to observe in the animal model. Cultured cells of rat
cerebellum appeared to be very sensitive to elevation of temperature
which resulted in ultrastructurally detected alterations both of the glia
cells and granular neurons. The temperature at which cell damage occur-
red in wvitro was much lower, than that used in the animal model. It
ranged between 39°C to 40°C, whereas the upper body temperature limit
in animals and man is 43—45°C (Burger, Fuhrman 1969). In tissue cul-
ture, we observed a correlation between the temperature and the extent
of cell damage. Higher temperature than 40°C induced profound morpho-
logical alterations of cell organelles and inhibition of cell outgrowth. Re-
sults of the present experiments, probably reflect, therefore, the influen-
ce of increased temperature per se, in contrast to animal experiments
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where tissue damage depends upon many other factors, not only hyper-
thermia.

Not all the cells of the cerebellum showed the same degree of morpho-
logical destruction. In tissue cultures, a different response to hyperther-
mia was observed depending upon the cell type. Between glial cells,
a distinct reaction to high temperature was present mainly in astrocytes.
Among the types of cerebellar neurons, hyperthermia had no significant
effect on either Purkinje cells or axons, but induced morphological chan-
ges in granular cells. The differences in reactions between astrocytes and
neurons are connected with the cell function. Astrocytes reacted mainly
as edematous changes of the cell cytoplasm and organelles expressing
their well known function in the CNS in water and electrolyte metabo-
lism. In the granular cells, ribosomal destruction was more pronounced
than that observed in animals, showing that an implication of hyperther-
mia is brain-specific disaggregation of polysomes (Heikilla, Brown 1979)
and inhibition of protein synthesis (Murdock et al. 1978). A common
feature observed in glial and granular cell cytoplasm was the presence
of a great number of lysosomes together with a high activity of acid
phosphatase. Also, a transient accumulation of glycogen particles was
visible both in granular cells and glial cells.

In tissue culture, cell damage was dependent upon cell maturation.
This supposition is confirmed by our results obtained with cultures of
different ages studied under hyperthermia conditions. More severe cell
damage observed was in 7-day-old cultures than in the 14-day-old ones.
It suggests that immature cells are more sensitive to hyperthermia under
in vitro conditions as compared with the in vivo situation (Holzman et
al. 1982). In our studies, the effect of hyperthermia on the growing cells
derived from the explanted cerebellum appears to differ in some respects
from that observed previously in other cells cultured in vitro. The cam-
mon feature was an increased number of lysosomes both in our CNS
cultured cells and in HeLa cells (Heine et al. 1971), but we did not obser-
ve specific morphological alterations in the nucleus or nucelolus. These
changes are probably connected with an intensive denaturation of pro-
tein and blocked RNA synthesis during higher temperatures than that
used in our experiments. But, it is still suprising that structural lesions
in the nucleus or nucleolus were observed in the absence of any other
cytological alterations (Simard, Bernhard 1967). In our experiments, nu-
cleolar changes corresponded to the critical temperature above which
morphological changes appeared drastically and were irreversible.

Although several studies are confined to hyperthermia, there are
conflicting results as concerns the metabolic rate in the brain. Carlsson
et al. (1976) concluded that the only clear effect of hyperthermia on the
metabolic pattern was an increase in condensation of glucose and gluco-
se-6-phosphatase. In vitro studies on brain slices have shown that oxy-
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gen consumption and glucose use increase at temperatures above 37°C;
however, when the temperature was increased above 40°C, oxygen con-
sumption decreased progressively with time (Field et al. 1944; Goldberg
et al. 1966). In the brain, high temperature affected mainly oxidative
enzymes and oxidative phosphorylation (Gwozdz et al. 1970). Moreover,
the cells which contribute significantly to the respiratory function in
the mature cerebral cortex are astrocytes (Hertz, Schousboe 1975).

Our previous results showing differences in oxidoreductive enzymes
activity after hyperthermia and the present observations of the morpho-
logical structure suggest that the first discernable cell response to high
temperature was an increase of enzyme activity with corresponding ultra-
structural alterations. Morphological characteristics of glial and neuronal
changes differed markedly from the cell damage in vitro after experi-
mentally induced anoxia (Renkawek et al. 1984). Therefore, the foregoing
results seem to indicate that hyperthermia in vitro (39—40°C) does not
induce cerebral hypoxia, and cell changes can be attributed to some other
factors i.e., possibly temperature per se, or stimulating enzyme activity.
This agrees with the results of Nemoto and Frankel (1970) who excluded
hypoxia as an additional factor evoking cell damage in the brain. After
hyperthermia in vitro we found cell “activation” expressed by the accu-
mulation of large mitochondria or vesicles, but typical for anoxia glia
cell destruction was not often seen. Carlsson et al. (1976) observed that
at constant pCO, the only consistent change in the amino acid pattern
was increased glutamate content, but its cause remains unexplained. In
some instances, such glial changes, as edema of the cytoplasm or glial
fibrils accumulation are similar to those described in tissue culture after
kainic acid (analogue of glutamate) treatment (Renkawek et al. 1982).
The character and intensity of the described abnormalities depend on
the age of the culture but also on the period of survival after hyperther-
mia. The greatest intensity of pathological changes was observed in cul-
tures examined immediately after hyperthermia. These abnormalities
corresponded well with the enzymatic alterations observed in the light
microscope, i.e. a marked increase of glucose-6-phosphate, succinate de-
hydrogenases and acid phosphatase activity. It seems that structural
changes in mitochondria and the accumulation of lysosomes are the ba-
sis of those enzymatic disturbances in hyperthermia (Raison et al. 1971;
Gwozdz et al. 1978).

The only change induced by hyperthermia, but rarely seen in tissue
culture of cerebellum in normal and pathological conditions was the
accumulation of glycogen in glial cells and neurons. This phenomenon
indicating disturbances in intracellular glucose metabolism was similar
to that observed in various types of oxygen insufficiency in the brain
in experimental animals (see References Long et al. 1972). In hyperther-
mia experiments, glycogen is accumulated only in a few cells and this
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can be treated as a transient metabolic disorder. It appears that early
accumulation of glycogen in the cells without any distinct morphological
abnormalities due to increased temperature is the most sensitive indica-
tor of neuronal and glial damage.

Summarizing our results in tissue culture, we reported that glial
cells and neurons react rapidly to hyperthermia per se by structural and
metabolic disorders. The majority of cells recovered almost completly
within 24 h after return to normal temperature at 36—36.5°C. The
fact that enzymatic activity decreased to essentially the same level as
in the control can be considered evidence of recovery of the metabolic
function.

WPLYW HIPERTERMII NA WEASCIWOSCI STRUKTURALNE
1 ENZYMATYCZNE ORGANOTYPOWEJ HODOWLI MOZDZKU SZCZURA

Streszczenie

Oceniono w mikroskopie elektronowym wplyw podwyZszonej temperatury na
organotypowe hodowle mozdzku szczura. Badania przeprowadzono na hodowlach
7- i 14-dniowych, przetrzymywanych przez okres 3 godzin w temperaturze 39, 40
i 41°C. Hodowle badano bezposrednio po hipertermii oraz po 24, 48 i 72 godz.
przezyciu w warunkach standardowych.

Najwiekszg wrazliwo$§¢ na dzialanie podwyzszonej temperatury wykazaly astro-
cyty i komorki ziarniste. Na obraz zmian ultrastrukturalnych skladaly sie obrzmie-
nie i zmiany zwyrodnieniowe niektérych organelli cytoplazmatycznych w astro-
cytach oraz zmniejszenie ilo$ci polyrybosoméw i nagromadzenie lipidow w ko-
morkach ziarnistych. Ponadto w komorkach glejowych i w neuronach stwierdzono
gromadzenie sig¢ glikogenu. Zmianom ultrastrukturalnym towarzyszyl wzrost aktyw-
no$ci fosfatazy kwasnej. Nieprawidlowosci zaréwno strukturalne, jak i enzyma-
tyczne mialy charakter odwracalny.

BJIMSIHUE TUIMEPTEPMUM HA CTPYKTYPHBIE U DH3UMATUYECKUE CBOMCTBA
OPIFAHOTHUITMYECKOW KVJIBTYPBI MO3XEYKA KPBICHI

Pe3lome

C MOMOIIBIO MEKTPOHHOTO MHKPOCKONA OLEHEHO BIHMSAHHE NMOBBINIEHHOM TeMIepaTypbl Ha
OPraHOTHIMYECKHE KYJIbTYpPbl MO3XKe4Ka KpbIChl. ViccnemoBaHms mpoBesid Ha 7- M 14-mHEBHBIX
KyabTypax, MOJBEPraeéMbIX B T€YeHHE 3 4YacoB JeiicTBHiO TemmepaTypsl 39°, 40° u 41°C. Kynb-
Typbl 00CIE0BAHO HENOCPEACTBEHHO IIOCIIE THIIEPTEPMEHM & TAKKe Mociie npoxuTus 24, 48 u 72
4YaCOB B CTAHIAPTHBIX YCIIOBHSX.

Han6o:1bIIyi0 4yBCTBUTEIBHOCTD K JGHCTBHIO MOBBINIEHHOM TEMIEPATYpPhI MPOSBHIA aCTPO-
LMTHI W 3€pPHUCTBIE KIeTKH. KapTuHa YNbTPACTPYKTYPHBIX M3MEHEHWit COCTOsiIa u3 HabyxaHus
M JereHepalnifHbiX H3MEHCHH HEKOTOPBIX LMTOMIA3MATHYECKHX OPTaHe/UT B aCTPOIMTAX 4 TaKxke
YMEHbUICHHS YHCA TMONMPHOOCOM M HAKOIUICHMS JIAMMIOB B 3€PHHCTHIX kieTkax. Kpome Toro,
B KJIETKaX TJIMM W He#HpoHAX OOHApyXeHO HAKOIUICHHe TTMKOreHa. YIIbTPACTPYKTYPHBIM HM3Me-
HEHHAM COIMYTCTBOBAJIO HAPACTAHHWE AKTHBHOCTH KuCioit tocdaTtaszpl. OTKIOHEHUS OT HOPMBI,
KaK CTPYKTypHble TaK M JH3UMATHYECKHE, WMEIH OOpaTHMBI XapakTtep.
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PRZEMYSELAW NOWACKI, KRYSTYNA HONCZARENKO,
GRAZYNA SZECHEREW

PRZYPADEK PRZEWLEKLEGO ZAPALENIA WIELOKORZENIOWO-
-NERWOWEGO O SZCZEGOLNIE CIEZKIM PRZEBIEGU KLINICZNYM
I ROZLEGLYCH ZMIANACH NEUROPATOLOGICZNYCH

Klinika Neurologii Instytutu Choréb Ukladu Nerwowego i Narzadow
Zmystow Pomorskiej Akademii Medycznej, Szczecin

Istote zapalenia wielokorzeniowo-nerwowego (ZWKN) stanowi de-
mielinizacja w obwodowym ukladzie nerwowym. Posiada ona zwykle
charakter odcinkowy, nasilajgc sie zwlaszcza w korzeniach rdzeniowych
(Dambska 1964; Haymaker, Kernohan 1966; Jedrzejowska 1981). Prze-
wlekle postacie ZWKN o ciezkim przebiegu klinicznym majg na ogot
charakter objawowy (Leneman 1966). Ponizej przedstawiamy przypadek
przewleklego ZWKN o nie ustalonej etiologii, o bardzo cigezkim, niepo-
mys$lnym przebiegu klinicznym i wyraznym uszkodzeniu mieliny w ob-
wodowym ukladzie nerwowym.

OPIS PRZYPADKU

U 31-letniej chorej w czerwcu 1982 r. wystgpilo stopniowe ostabienie
i dretwienie konczyn dolnych. W tym okresie zajmowala sie nakleja-
niem etykietek na hermetycznie zamkniete puszki nie majac bezposred-
niego kontaktu z lakierami. Przez nastepny rok dolegliwos$ci nasilaly sie,
wystapily w konczynach gérnych, pojawily sie uporczywe boéle wzdluz
kregostupa. Chora schudla okolo 30 kg. Do Kliniki Neurologii PAM zo-
stala przyjeta we wrzesniu 1983 r. (Nr hist. chor. 626/83). Chora byla
wyniszczona, powloki skérne mialy ziemisto-szare zabarwienie. Stwier-
dzono obrzek tarcz nerwow wzrokowych, uogélniony zanik miesni i osta-
bienie sily miesniowej, gléwnie w dosiebnych czesciach konczyn, osla-
bienie napiecia miesniowego, brak odruchow glebokich, oslabienie czucia
powierzchniowego typu rekawiczek i skarpetek oraz czucia glebokiego
z niezbornoscig. Chora skarzyla si¢ na stale dretwienia i béle stép i rgk.
Poziom bialka w plynie mézgowo-rdzeniowym (pmr) wynosit 900 mg®/o,
cytoza byla prawidlowa. Ze wzgledéw technicznych nie wykonano elek-
troforezy pmr. Badanie emg wykazalo wyrazne zwolnienie szybkosci

http://rcin.org.pl



94 P. Nowacki i wsp.

przewodzenia we wioknach ruchowych nerwu lokciowego i strzalkowego
prawego (28/s) ze znacznym wydluzeniem latencji koncowej. Wysunieto
podejrzenie ZWKN o charakterze objawowym. Krzywa cukrowa, zela-
zowa, proteinogram surowicy krwi, préba lateksowa, poziom kwasu wa-
nilino-migdalowego o porfiryn w moczu, préby watrobowe, wchlanianie
witaminy B;,, badania kalu na jaja pasozytéw i krew utajona, testy poza-
ustrojowe, scyntygram tarczycy i narzadéw jamy brzusznej, badania
radiologiczne i endoskopowe oraz wycinek blony $luzowej zolagdka byty
prawidlowe. W leczeniu zastosowano: Encorton (laczna dawka od 80 mg
na dobe — 2180 mg), strychnine, witaminy, srodki przeciwbélowe, reha-
bilitacje ruchowsg. Stan chorej ulegal stopniowemu pogorszeniu. W lu-
tym 1984 r. dolgczyly sie ostre objawy psychotyczne oraz cechy obwodo-
wej niewydolnosci krazenia, wérod ktérych chora zmarta w okolo 20 mie-
siecy od wystapienia pierwszych objawéw schorzenia. Rozpoznano: Poly-
radiculoneuritis probabiliter symptomatica ignotae causae. Ogédlna sekcja
zwlok, (prot. sek. K-53/84) poza odoskrzelowym zapaleniem pluc i za-
stojem zylnym w réznych narzadach, nie wykazala zmian.

8N W N i fv’\ £2
Ryc. 1. Catkowita demielinizacja fragmentu nerwu obwodowego z resztkami obrzmia-
lych ostonek mielinowych. Heidenhain. Pow. 100X L
Fig. 1. Total demyelination of the peripheral nerve fragment’s with remnants of
swollen myelin sheaths. Heidenhain. X100
Ryc. 2. Fragmenty pojedynczych, wyrodniejgcych widkien osiowych w nerwie ob-
wodowym. Impregnacja met. Bielschowskiego. Pow. 100 X

Fig. 2, Fragments of single degenerating axonal fibers in peripheral nerve. Biels-
chowsky impregnation. <100
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Najwieksze zmiany neuropatologiczne obserwowano w nerwie pacho-
wym i korzeniach rdzeniowych. Fragment badanego nerwu byl catkowi-
cie zdemielinizowany, a resztki oslonek obrzekniete i rozwarstwione
(ryc. 1). Widkna osiowe w wielu miejscach poprzerywane, posiadaly nie-
réwng grubos¢, niekiedy byly kolbowato rozdete. Czesto obserwowano
jedynie fragmenty pojedynczych wilokien (ryc. 2). Calkowicie zdemielini-
zowane byly korzenie tworzace ogon konski. Obserwowano w nich wy-
razny rozplem komoérek Schwanna. Miejscami wystepowaly tu rozlegle
skupiska struktur o charakterze ,,onion bulb”. Skladaly sie one z réznej
liczby nieregularnych pierscieni widknistych ukladajgcych sie koncen-
trycznie wokoét jadra, ktore utworzone bylo zwykle z wypustki osiowej,
niekiedy otoczonej cienkg ostonkg mielinowa (ryc. 3). Niektore ,,onion
bulb” zawieraly w utkaniu pierscieni kilka komérek o ukladzie okrez-
nym. W rdzeniu kregowym uszkodzenie mieliny polegalo na umiarkowa-

Ryc. 3. Struktury typu ,,onion bulb” w utkaniu zdemielinizowanych wiékien ko-
rzeni ogona konskiego. Heidenhain. Pow. 240 X

Fig. 3. Onion bulbs in area of demyelinated roots in the cauda equina. Heidenhain.
X240
Ryc. 4. Limfocytarny naciek okolozylny w istocie bialej rdzenia kregowego. Fiolet
krezylu. Pow. 100X
Fig. 4. Perivenous lymphocytic infiltration in the spinal cord white matter. Cresyl
violet, X100
Ryc. 5. Obwodowy uklad pogrubialych neurofibrylli w komérce ruchowej rogu
przedniego rdzenia kregowego. Impregnacja met. Bielschowskiego. Pow. 400X

Fig. 5. Peripheral arrangement of thickened neurofibrils in the motor neuron of
the anterior horn of spinal cord. Bielschowsky impregnation. X400

http://rcin.org.pl



96 P. Nowacki i wsp.

nym obrzeku ostonek drég diugich, zwlaszeza sznuréw tylnych w miej-
scach wnikania do rdzenia korzeni grzbietowych. Przekroje poprzeczne
przez ostonki byly niejednakowej grubosci i $rednicy. W stopie mostu
wystepowalo drobne ognisko splowienia mielinowego. W sznurach bocz-
nych i tylnych piersiowego odcinka rdzenia kregowego, w sasiedztwie
jadra oliwy dolnej, w stopie mostu oraz istocie biatej pétkuli mézdzku
wystepowaly niewielkie pojedyncze nacieki okolozylne. Skladaly sie z jed-
nego lub kilku rzedéw limfocytéw lub komérek limfocytopodobnych
(ryc. 4). Wigkszo$¢ neuronéw odcinka piersiowego i szyjnego rdzenia,
kregowego, a takze pojedyncze komoérki nerwowe w rdzeniu przedtuzo-
nym, wykazywaly wyraznie obwodowy, regularny uklad nieco pogru-
bialych neurofibrylli, co mogloby odpowiadaé poczatkowej fazie zwyrod-
nienia wlokienkowego Alzheimera (ryc. 5). W pozostalych okolicach moéz-
gowia i w oponach migkkich istotnych zmian nie stwierdzono.

OMOWIENIE

W przewleklym ZWKN uszkodzenie mieliny, gléwnie o charakterze
odcinkowej demielinizacji, dotyczy zwykle korzeni rdzeniowych. W bar-
dziej zaawansowanych przypadkach demielinizacja wykazuje tendencje
do szerzenia sie do nerwéw obwodowych, jednak jest ona w nich zja-
wiskiem nieczestym'(Dambska 1964). W naszym przypadku demieliniza-
cja byla szczegélnie rozlegla i prawie calkowita, wystepowala ona za-
ré6wno w nerwie obwodowym, jak i korzeniach grzbietowych i brzusz-
nych. Towarzyszyl jej wyrazny rozplem komoérek Schwanna. Zjawiska
te wskazuja na duzg i dlugotrwalg aktywnos$¢ czynnika uszkadzajacego.
Za przewleklym, naprzemiennym procesem demielinizacji i remieliniza-
cji przemawiajg struktury o typie ,,onion bulb” (Jedrzejowska 1981)
obserwowane w duzej ilosci takze w naszym przypadku. Biorgc pod uwa-
ge fakt, ze wystepowaly one wylgcznie w korzeniach rdzeniowych, nale-
zy sadzi¢, ze demielinizacja i remielinizacja zachodzily glownie w tej
czesci ukladu nerwowego.

W ostatnich latach coraz czesciej ZWKN przypisuje sie podloze au-
toimmunologiczne (Appenzeller, Marshall 1963; Ala, Shearman 1965; Bam-
mer, Schenk 1965; Sigwald, Nouailhat 1970; Prusinski i wsp. 1979; Ma-
ciejek i wsp. 1983). Antygenowo zmieniona mielina wywoluje odpowiedz
typu nadwrazliwosci poéznej (Jedrzejowska 1981). Jednym z objawow
przemawiajacych za autoimmunologicznym pochodzeniem choroby w na-
szym przypadku byl wysoki poziom bialka w pmr. Objaw taki za wynik
immunologicznej natury schorzenia uwazajg takze Barraine (1965) oraz
Maciejek i wsp. (1983). Mozna sie zastanawia¢, czy taki wysoki poziom
bialka nie stanowil dodatkowe czynnika toksycznego, uszkadzajgcego
mieline korzeni wewnatrz worka oponowego. Zjawisko to wydaje sie
prawdopodobne, zwazywszy fakt, ze wysoki poziom bialka wplywa tok-
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sycznie na nerwy wzrokowe, prowadzac do ich obrzeku, co miato miejsce
takze u naszej chorej. Uszkodzenie wypustek osiowych bylo prawdopo-
dobnie zjawiskiem wtornym do demielinizacji. O takim charakterze zmian
aksonalnych $wiadczy fakt niewielkiego zwyrodnienia wstepujacego Wal-
lera neuronéw rdzenia kregowego i przedluzonego. Na pierwotny charak-
ter demielinizacji w ZWKN zwrocil uwage Wisniewski (1969, 1970). Sa-
dzgc po stopniu demielinizacji malo prawdopodobny wydaje sie wplyw
na to zjawisko nie ustalonych czynnikéw toksycznych (moze poza wyso-
kim poziomem bialtka w pmr) i metabolicznych. Do konca nie zostalo
wyjasnione pochodzenie naciekéw zapalnych w ukladzie nerwowym
w ZWKN (Bogaert 1958; Martin 1960). Z jednej strony przemawiajg one
za. czynnym charakterem procesu chorobowego (Jedrzejowska 1981),
z drugiej za$, ze wzgledu na swa strukture i okolozylng lokalizacje, mo-
ga potwierdzaé autoimmunologiczne tlo schorzenia.

W calosci przypadek nasz odpowiada przewleklej postaci zespolu
Guillain-Barré (GB). Do niedawna przewlekle postaci tego zespolu uzna-
wane byly za rzadkos¢ (Collin-Jones 1965; Kotwica 1967; Prusinski i wsp.
1979). Za rozpoznaniem przewleklego zespolu GB w naszym przypadku
przemawia rozszczepienie bialkowo-komoérkowe w pmr, prawdopodobnie
pierwotna demielinizacja, brak objawowego tla choroby, a takze, pod-
kreslany przez Dycka i wsp. (1975), cigzki, niepomyslny przebieg tego
typu schorzenia. ;

CIIYYAL XPOHUYECKOI'O ITOJIMPAIUKYJIOHEBPUTA
C UCKJIFOYUTEJIBHO TSDKEJIBIM KIIMHUYECKUM TEYEHUEM
1 OBIIMPHBIMHM HEBPOITATOJIOT'MYECKUMU M3MEHEHUSAMU

Pe3iome

. ABTOpBHI NPEACTABIAIOT CiIydail XpOHWYECKOi -(OPMBI MmOIMpamuKyIoHeBpHTa y 31 JeTHei
6onbHOM, KOTOPLIH B TeyeHne 15 MeCsles NpUBEN K AETATLHOMY HCXOMY. B HEBPONATOIOrHYECKOH
KapTuHe npeobmamana oblmpHas, MOYTH MOJHAS AEMUEIMHHU3ALMS CIMHHOMO3IOBBIX KOPEIIKOB
H MCCIEOBAHOro mnepu(epnyeckoro HepBa. MHOTOYMCIEHHBIE OYarW CO CTPYKTYpPaMH ,,0nion
bulbs’ yka3biBaim Ha XPOHMYECKYIO Ie- ¥ peMuenuuu3auuio. Ha ocHoBe BBICOKOTO ypoBHs Genka
B CIHHHOMO3roBo# XuAKocTH (900 Mr%) M HEBPONATOJOTHYECKHX M3MEHEHAN BBIIBUHYTO IO~
Jio3pedne XpoHu4eckoi popmel curzpoma [Muitena-bappe. OOMMPHYIO HEMUETHHU3ALKIO TIPHHATO
3a pe3ybTaT ayTOMMMYHOJIOTHYECKOH PEeaKLMy MeXy MHEIMHOM nepudepuyeckoit HepBHOM CHC=
TeMbl M HEYCTAHOBJIEHHBIM OOJIE3HETBOPHBIM ATEHTOM.

A CASE OF CHRONIC POLYRADICULONEURITIS WITH SEVERE CLINICAL
COURSE AND EXTENSIVE NEUROPATHOLOGICAL CHANGES

Summary

The authors presents a case of 3l-year-old woman with chronic polyradi-
culoneuritis which in the course of 15 months led to the patient’s deatch.

In the neuropathological picture prevailed extensive, almost total demyelina-
tion of spinal roots and the examined peripheral nerve. Numerous agglomerations

7 — Neuropatologia Polska 1/87
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of structures of onion bulb type indicated chronic de- and remyelination. On the
ground of high protein level in the cerebrospinal fluid (900 mg%) as well as
neuropathological changes, Guillain-Barré syndrome of chronic type was sugge-
sted. It is supposed that extensive demyelination is the result of autoimmunologic
reaction of peripheral myelin to an unknown pathological factor.

PISMIENNICTWO

1. Ala F. A., Sherman D. J.: A case of autoimmune haemolytic anaemia, throm-
bocytopenia and Landry-Guillain-Barré syndrome, Acta Haemat. (Basel), 1965,
34, 361—369.

2. Appenzeller O., Marshall J.: Vasomotor disturbances in Landry-Guillain-
-Barré syndrome. Arch. Neurol., (Chic.), 1963, 9, 368—372.

3. Bammer H., Schenk K.: Meningo-myelo-radiculitis nach Zeckenbis mit Eryt-
hem. Dtsch. Z. Nervenheilk., 1965, 187, 25—34.

4, Barraine P.: Les polyradiculonervites avec dissociation albuminocytologique
autres que le syndrome de Guillain-Barré. A propos de 38 observations, Thesis,
Paris, 1965.

5. Bogaert L. V.. La poly-ganglio-radiculo-neurite, Handbuch Spez. Pathol. Anat.
u. Histol. Springer-Verlag, Berlin, 1958.

6. Collin-Jones D. G.: 6 Mercaptopurine in polyradiculoneuropathy, Lancet, 1965,
2, 739.

7. Dyck P. J., Thomas P. K., Lambert E. H.: Chronic inflammatory polyradicu-
loneuropathy. Mayo Clin. Proc., 1975, 50, 621—637. ;

8. Dambska M.: Polyganglioradiculoneuritis jako jednostka anatomo-kliniczna.
Neuropat. Pol., 1964, 2, 219—229.

9. Haymaker W., Kernohan J. W.: The Landry Guillain-Barré syndrome. The
need for exact diagnostic critéria and analysis of 100 cases. Arch. Neurol.,
1966, 14, 196—204. :

10. Jedrzejowska H.: Choroby obwodowego ukladu nerwowego. W: Podstawy neu-
ropatologii. Red. M. Mossakowski. J. Dymecki, M. Wender, PZWL, Warszawa,
1981.

11. Kotwica S.: Spostrzezenia wiasne nad postaciami klinicznymi zespotu Guillain-
-Barrégo. Folia Med. Lodzensia, 1967, 3, 5—28.

12. Leneman F.: The Guillain-Barré syndrome, Arch. Intern. Med. 1966, 118 (Aug.),
139—144. )

13. Maciejek Z., Wroclawski R., Rebe§ Z., Czernicki J.: Z kazuistyki zespolu Guil-
lain-Barré. Neurol. Neurochir, Pol., 1983, 17, 1, 145—148.

14. Martin J. J.: Polyradiculoneurites aignes et subaignes. Acta Neur. Psych. Belg.,
1960, 60, 1087—1139.

15. Prusinski A., Szulc-Kuberska J., Erendt A., Pniewski S., Zawadzki Z.: Za-
stosowanie azatiopryny w leczeniu przewleklej postaci zespolu Guillaina i Bar-
régo. Neurol. Neurochir. Pol.,, 1972, 3, 5, 487—489.

16. Sigwald J., Nouailhat F.: The Guillain-Barré syndrome. W: Handbook of
Clinical Neurology. Red. P. J. Vinken, G. W. Bruyn. North-Holland Publ. Comp.,
Amsterdam, Am. Elsevier Comp. Inc., New York, 1970, 495—509.

17. Wisniewski H., Terry P. D., Weitaker J. N., Cook S. D., Dowling P. C.: Lan-
dry-Guillain-Barré syndrome. A primary demyelinating disease. Arch. Neurol.
(Chic.), 1969, 21, 269—2176.

18. Wisniewski H.: Materialy VI Miedzynarodowego Kongresu Neuropatologiczne-
go, Masson-Cie, Paryz, 1970, 37—38.

Adres autoréw: Klinika Neurologii PAM, ul. Unii Lubelskiej 1, 71-344 Szczecin.

http://rcin.org.pl



NEUROPAT. POL., 1987, 24, 1
PL ISSN 0028-3894

ANDRZEJ LOESCH

ZMIANY ULTRASTRUKTURALNE I IMMUNOCYTOCHEMICZNE
NEUROSEKRECYJNEGO UKEADU PODWZGORZOWO-
-PRZYSADKOWEGO ORAZ SPLOTU AUERBACHA JELITA KRETEGO
SZCZURA W DOSWIADCZALNEJ CUKRZYCY INSULINOZALEZNEJ

STRESZCZENIE ROZPRAWY HABILITACYJNEJ

Pracownia Ultrastruktury Ukladu Nerwowego Centrum Medycyny Do$wiadczalnej
i Klinicznej PAN, Warszawa

Klasyfikacja cukrzycy zaproponowana w 1979 r. przez Komitet Eks-
pertow Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) do Spraw Cukrzycy opie-
ra sie glownie na kryteriach etiopatogenetycznych. Rozrézniono dwie
postacie tej choroby: cukrzyce insulinozalezng — zwang inaczej typem
I lub cukrzyce mlodzienczg (insulin-dependent diabetes mellitus, juve-
nile-onset diabetes mellitus) oraz cukrzyce insulinoniezalezng — zwang
inaczej typem II lub cukrzycg typu dorostych (insulin-independent dia-
betes mellitus, maturity-onset diabetes mellitus). Chociaz etiologia cuk-
rzycy nie jest w pelni poznana, jest ona zaliczana do chor6éb spowodowa-
nych zaburzeniem przemiany weglowodanéw (Czyzyk 1984). Cukrzyca jest
obecnie uznana za chorobe spoleczng o dlugotrwalym przebiegu, w kto-
rej zaburzeniom metabolicznym towarzyszg zmiany morfologiczne, m. in.
w obrebie ukladu nerwowego (neuropathia diabetica) i ukladu naczynio-
wego (angiopathia diabetica); zakres obu rodzajéw zmian decyduje o ro-
kowaniu w cukrzycy.

Przedmiotem niniejszej rozprawy jest analiza ultrastrukturalnejiim-
munocytochemicznej organizacji elementéw neuronalnych neurosekre-
cyjnego ukladu podwzgoérzowo-przysadkowego oraz splotu Auerbacha
w doswiadczalnej cukrzycy insulinozaleznej u szczura. Wiadomo, ze
w cukrzycy insulinozaleznej wystepuje od jej poczatku uszkodzenie
i zniszczenie komoérek-B wysepek Langerhansa w trzustce z nastepowym
bezwzglednym niedoborem insuliny. Jako przyczyne tych zmian wymie-
nia sie predyspozycje genetyczng (nieswoisty), zakazenie wirusowe i au-
toimmunizacje (Czyzyk 1984). W obecnej pracy do wywolania cukrzycy
insulinozaleznej zastosowano wysoce swoisty diabetogen — streptozoto-
cyne (STZ), ktéry wybiorczo uszkadza, a nawet niszczy wytwarzajgce
insuline komorki-B trzustki wysepkowej.

Neurosekrecyjny uklad podwzgérzowo-przysadkowy ssakow, ktory
jest integralng czescig osrodkowego ukladu nerwowego (Scharrer, Schar-
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rer 1940), procz wielu biologicznie czynnych substancji syntetyzuje i wy-
dziela do krwi wazopresyne (VP) i oksytocyne (OT) — dwa giowne hor-
mony peptydowe przysadki nerwowej (NHP). Zaréwno VP, jak i OT sg
syntetyzowane w odrebnych neurocytach jadra nadwzrokowego (SON)
i jadra przykomorowego (PVN) podwzgérza, skad oba te neurohormony
sg transportowane do NHP odrebnymi aksonami sekrecyjnymi (Swaab
i wsp. 1975; Vandesande, Dierickx 1975, 1976). Zatem w zjawisku syn-
tezy, transportu i wydzielania do krwi VP i OT uczestniczg dwie popula-
cje wyzej wymienionych neuronéw wydzielniczych podwzgorza.

Splot Auerbacha natomiast jest integralng czeScig $réd$ciennego uner-
wienia przewodu pokarmowego (Bayliss, Starling 1899) nalezgcego do
obwodowego autonomicznego ukladu nerwowego. Splot Auerbacha, z kto-
rego czynnoscig jest zwigzana samoistna motoryka przewodu pokarmo-
wego, jest umiejscowiony pomiedzy zewnetrzng warstwg podiuzng i we-
wnetrzng warstwg okrezng miesni gladkich Sciany przewodu pokarmo-
wego. Splot ten sklada sie ze zwojow i miedzyzwojowych widkien ner-
wowych. Podobnie jak neurosekrecyjny uklad podwzgoérzowo-przysadko-
wy, splot Auerbacha jest zlozonym ukladem wielu rodzajéw komorek
nerwowych wytwarzajacych wiele biologicznie czynnych substancji. Do
tych ostatnich nalezy m. in. wazoaktywny polipeptyd jelitowy (VIP),
ktory po raz pierwszy zostal wyizolowany przez Saida i Mutta (1970)
z jelita $wini. Neurosekrecyjny uklad podwzgérzowo-przysadkowy jest
odpowiedzialny m. in. za utrzymywanie homeostazy wodnej i elektro-
litowej organizmu, w czym dominujgcg role odgrywa VP (VP dziala
antydiuretycznie poprzez pobudzanie absorpcji zwrotnej wody w cewce
dystalnej nefronu). Natomiast splot Auerbacha bierze udzial w kontroli
motoryki (perystaltyki) przewodu pokarmowego. W tym wzgledzie szcze-
gblng role przypisuje sie VIP, ktéry m. in. pobudza powolng relaksacje
mieéni gladkich S$ciany przewodu pokarmowego (Furness i wsp. 1980;
Polak, Bloom 1980; Schultzberg i wsp. 1980). Jakiekolwiek odbiegajace
od normy zmiany czynnosciowe tak ukladu podwgérzowo-przysadko-
wego, jak i splotu Auerbacha mogg prowadzi¢ do powaznych zaburzen
fizjologicznych o zasiegu ogo6lnoustrojowym.

CEL PRACY

Wiadomo, ze cukrzycy insulinozaleznej towarzysza odwodnienie orga-
nizmu i zaburzenia czynno$ci motorycznej przewodu pokarmowego; jed-
nak mechanizmy prowadzgce do rozwoju tych zjawisk nie sg dotychczas
w peli wyjasnione. W zwiazku z tym wydawalo si¢ celowe zbadanie
w dos$wiadezalnym modelu cukrzycy insulinozaleznej ultrastrukturalnej
organizacji neurosekrecyjnego ukladu podwzgérzowo-przysadkowego, ze
szczegblnym uwzglednieniem jego neuronéw syntetyzujgcych VP i OT,
oraz zbadanie splotu Auerbacha, a szczegdlnie jego wilékien nerwowych
zawierajacych VIP.
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MATERIAL I METODY

Badania wykonano na szczurach szczepu Wistar, doroslych samcach
o masie ciala 400—450 g, ktérym jednorazowo podano dootrzewnowo
STZ (65 mg/kg masy ciala). Po 8 tygodniach niektére szczury wykazy-
waly objawy kliniczne charakterystyczne dla cukrzycy insulinozaleznej
(Lincoln i wsp. 1984), a mianowicie okolo 37% spadek masy ciala, wielo-
mocz, cukromocz i hiperglikemie. Szczury z powyzszymi objawami cuk-
rzycy (STZ-diabetyczne szczury) oraz szczury u ktérych po podaniu STZ
nie zaobserwowano zadnych objawow cukrzycy (STZ-niediabetyczne
szczury) objeto badaniami poréwnawczymi.

Konwencjonalne badania wultrastrukturalne. Szczury perfundowano
mieszaning glutaraldehydu i paraformaldehydu, a nastepnie wyjmowano
podwzgérze i przysadke nerwowg oraz jelito krete i dotrwalano je cztero-
tlenkiem osmu, barwiono en bloc wodnym roztworem octanu uranylu,
odwadniano w etanolu i zatapiano w Araldicie. Ultracienkie skrawki kon-
trastowano octanem uranylu i cytrynianem olowiu, a nastepnie badano
je i fotografowano w mikroskopie elektronowym Philips-300 i JEM-7A.

Immunocytochemiczne badania ultrastrukturalne. Zastosowano te sa-
mg technike utrwalania (perfuzja) i procedure immunocytochemiczng jak
opisano w uprzednich publikacjach (Loesch 1985; Loesch, Burnstock
1985). Do wyznakowania neuronéw zawierajgcych VP i OT uzyto poli-
klonalne przeciwcialo w rozcienczeniu 1:1500 dla VP oraz 1:1000 dla
OT. Do wyznakowania wildkien nerwowych zawierajacych VIP zastoso-
wano poliklonalne przeciwcialo na VIP w rozcienczeniu 1:1000. Ultra-
cienkie skrawki aralditowe kontrastowano octanem uranylu i cytrynia-
nem olowiu i nastepnie badano je i fotografowano w mikroskopie ele-
ktronowym Philips-300 i JEM-7A.

Kontrola do immunocytochemii. Swoistos¢ reakcji immunocytoche-
micznej na VP, OT i VIP przedstawiono we wczesniejszych publikacjach
(Loesch 1985; Loesch, Burnstock 1985).

WYNIKI I OMOWIENIE

Badania, ktére przeprowadzono na dwoch grupach doswiadezalnych
szczurow, tzn. STZ-niediabetycznych szczurach i STZ-diabetycznych
szczurach, wykazaly u zwierzat drugiej grupy istotne zmiany ultrastruk-
turalne i immunocytochemiczne w obrebie a) elementéw neuronalnych
neurosekrecyjnego ukladu podwzgorzowo-przysadkowego i b) wiokien
nerwowych (aksonéw) splotu Auerbacha.

Uklad podwzgérzowo-przysadkowy. Perykariony SON i PVN diabe-
tycznych szczuréw byly hipertroficzne. Towarzyszyl temu zjawisku uby-
tek ziarnistosci neurosekrecyjnych w NHP. Cechy te odpowiadaly zatem
ogodlnie przyjetej charakterystyce przypisywanej neurosekrecyjnemu u-
kladowi podwzgérzowo-przysadkowemu ssakow podczas wzmozonych pro-
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cesow sekrecyjnych (Zambrano, De Robertis 1966; Kalimo, Rinne 1972;
Tasso, Rua 1978). Obok wyzej wymienionych cech stwierdzono takze
zmiany o charakterze zwyrodnieniowym, jak np. wakuolizacja aksonow
i niektérych perykarionéow, pojawianie sie¢ wokolaksonalnych lub we-
wnatrzaksonalnych blaszkowatych pierscieniu oraz zlogéw bezpostacio-
wego materialu. Zmiany te mozna przypisa¢ wzmozonej czynnosci se-
krecyjnej ukladu podwzgérzowo-przysadkowego (Dellmann 1973). Jed-
nakze, sa one roéwniez podobne do tych zmian patologicznych, jakie
stwierdzono m. in. w ukladzie podwzgoérze-przysadka nerwowa szczurow
pozbawionych wody do picia (Loesch 1979) lub tez w osrodkowym ukla-
dzie nerwowym ssakow — w tym i w ukladzie podwzgérzowo-przysad-
kowym chomika mongolskiego — poddanych niedokrwieniu czy niedo-
tlenieniu tkanki nerwowej (Yu i wsp. 1972; Loesch 1983a, b). Zmiany
tego rodzaju obserwowano réwniez w osrodkowym ukladzie nerwo-
wym ssakow poddanych rozmaitym warunkom doswiadczalnym (Lam-
pert i wsp. 1964; Hirano i wsp. 1968; Loesch 1986).

Badania immunocytochemiczne umozliwily identyfikacje neuronéw za-
wierajacych VP lub OT. Wykazaly one zmiany w obu typach neuronéow
u diabetycznych szczuréw, przy czym zmiany te sg bardziej wyrazne
w neuronach zawierajacych VP. Stwierdzono zatem niezwykte rozpro-
szenie organelli cytoplazmatycznych w perykarionach SON i PVN, czemu
towarzyszylo réwniez anormalne w poréwnaniu z niediabetycznymi szczu-
rami rozproszenie immunoprecypitatu. W NHP stwierdzono natomiast
ubytek VP- i OT-immunododatnich aksonéw. Obserwacje te wskazuja
na czynny udzial VP- i OT-ergicznych neuronéw w ogélnoustrojowych
zmianach fizjologicznych towarzyszacych cukrzycy, z jednej strony, z dru-
giej natomiast sugerujag wzmozong synteze w SON i PVN podwzgorza
obu rodzajéw neurohormonéw z jednoczesnym wzmozonym ich wydzie-
laniem w NHP do krwi.

Niektore zmiany o charakterze zwyrodnieniowym, ktore obserwowa-
no w badaniach konwencjonalnych diabetycznych szczuréw, mozna przy-
pisa¢ neuronom OT-, a przede wszystkim VP-ergicznym. Dla przykladu,
w aksonach obserwowano immunoprecypitat wystepujacy pozapecherzy-
kowo, tzn. bezposrednio w aksoplazmie lub w postaci zwiazanej z waku-
olami autofagowymi. Niektére VP-ergiczne aksony posiadalty dodatkowo
struktury wieloblaszkowate. Nalezy tutaj jednak podkresli¢, ze zakoncze-
nia synaptyczne utworzone na powierzchni OT- badZ VP-dodatnich ele-
mentéw neuronalnych wykazywaly prawidlowa organizacje ultrastruktu-
ralng. Powyzsze spostrzezenia wskazuja na normalng kontrole synaptycz-
na neuronéw VP- i OT-ergicznych w badanym modelu do$wiadczalnej
cukrzycy insulinozaleznej.

Na podstawie przedstawionych wynikéw badan mikroskopowo-ele-
ktronowych konwencjonalnych i immunocytochemicznych mozna wnios-
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kowa¢, ze w cukrzycy insulinozaleznej czynnos¢ neurosekrecyjnego ukla-
du podwzgoérzowo-przysadkowego szczura ulega modyfikacji polegajacej
m. in. na zwiekszonym wydzielaniu do krwi VP i OT, czemu towarzyszy
cykliczne lub trwale zwyrodnienie niektorych elementéw neuronalnych.
Nieprawidlowosci ultrastrukturalne i immuno-ultrastrukturalne, opisane
w niniejszej pracy, wydaja sie by¢ skutkiem tak niedoboru insuliny, jak
i przewleklego odwodnienia organizmu oraz niedotlenienia o$rodkowego
uktadu nerwowego.

Splot Auerbacha. Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja na wy-
razne zmiany ultrastrukturalne i immuno-ultrastrukturalne réwniez wio-
kien nerwowych (aksono6w) splotu Auerbacha diabetycznego szczura.
Stwierdzono mianowicie takie zjawiska, jak np. agregacja mieziarnistych
pecherzykow synaptycznych oraz pojawianie sie pecherzykéw pleomorfi-
cznych, wakuol autofagowych i figur mielinowych. Obserwowano row-
niez profile aksonéw pozbawione pecherzykow synaptycznych — nie-
ktore profile obfitowaly natomiast w duze pecherzyki ziarniste.

Wiele sposréd zaobserwowanych zmian mozna przypisa¢ procesom
zwyrodnieniowym wilékien nerwowych splotu Auerbacha. Nalezy tutaj
podkreélié, ze podobne zmiany stwierdzono w obwodowym ukladzie
nerwowym w przebiegu ostrego zwyrodnienia wiokien nerwowych wy-
wolanego doswiadczalnie (Hadmori i wsp. 1968), a takze u pacjentéw z cu-
krzycg insulinozalezng (Babel i wsp. 1970).

Badania immuno-ultrastrukturalne wskazujg natomiast, ze wiele spo-
srod obserwowanych zmian mozna przypisa¢ aksonom zawierajgcym VIP.
Podczas gdy profile VIP-ergicznych aksonéw niediabetycznych szczuréw
charakteryzowaly sie istotng przewagg matlych pecherzykéw nieziarni-
stych, to w przypadku szczuréw diabetycznych obserwowane profile za-
wieraly dodatkowo: -a) wakuole autofagowe, b) liczne duze pecherzyki
ziarniste, c¢) zlogi immunoprecypitatu w nieobecnosci komponentu pe-
cherzykowego lub d) immunoprecypitat pozostajacy w lacznosci ze struk-
turami trudnymi do zidentyfikowania. W nawigzaniu do tych spostrzezen
istotny jest fakt, ze VIP-ergiczne aksony splotu Auerbacha jelita kretego
zdrowego szczura zawierajg okolo 93% malych nieziarnistych pecherzy-
kow synaptycznych i okoto 7% duzych pecherzykow ziarnistych (Loesch,
Burnstock 1985).

Niedawne badania biochemiczne i immunofluorescencyjne VIP-ergicz-
nego komponentu splotu Auerbacha wykazaly istotny wzrost poziomu
VIP w jelicie kretym i okreznicy wstepujacej diabetycznego szczura (Be-
lai i wsp. 1985). Zjawisko to przypisano neuropatii VIP-ergicznych wio-
kien nerwowych w kontekscie mozliwego uczestnictwa tych wldokien
w rozwoju zaburzen czynnosciowych przewodu pokarmowego w cukrzy-
cy. Badania przedstawione w obecnej rozprawie w pelni potwierdzaja
te opinig. Opis i ilustracja badan nad immuno-ultrastrukturalng organi-
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zacja aksonow splotu Auerbacha jelita kretego diabetycznego szczura,
ktére uwzgledniono w niniejszej rozprawie zostaly wczesniej opubliko-
wane (Loesch i wsp. 1986).

Jaki wplyw na czynnos$é przewodu pokarmowego majg zmiany w or-
ganizacji aksonéw splotu Auerbacha, w tym i aksonéw zawierajgcych
VIP, na tym etapie badan trudno jest sprecyzowaé¢. Zmiany o charakterze
zwyrodnieniowym, jakie wykazujg niektére VIP-ergiczne aksony, moga
przyczynia¢ sie do rozwoju towarzyszgcych cukrzycy zaburzen czynno$ci
motorycznej przewodu pokarmowego. Wiadomo, ze zaburzenia czynnosci
ukladu pokarmowego w cukrzycy dotycza m. in. zaburzenia motoryki
jelita cienkiego i grubego, tlumienia odruchu oprézniania oraz wystagpie-
nia biegunki lub obstrukeji (Hosking i wsp. 1978; Clarke i wsp. 1979).

WNIOSKI

Jak wynika z przedstawionych powyzej badan, zmiany ultrastruktu-
ralne i immuno-ultrastrukturalne, ktére odzwierciedlajg zmiany czyn-
nosci tak splotu Auerbacha, jak i neurosekrecyjnego ukladu podwzgérzo-
wo-przysadkowego, mogg rzutowaé¢ na przebieg cukrzycy insulinozalez-
nej i jej objawy.

Zmiany immuno-reaktywnosci profili neuronalnych podwzgoérza, jak
i ubytek wazopresyno- i oksytocyno-dodatnich aksonéw w przysadce ner-
wowe]j $wiadczg o modyfikacji proceséw syntezy oraz transportu wazo-
presyny oraz oksytocyny, a takze o zwiekszonym wydzielaniu tych neu-
rohormonéw do krwi w cukrzycy. Niektore zmiany moga odzwierciedlaé¢
pozorne zwyrodnienie elementéw neuronalnych wynikajace ze wzmozo-
nej czynnosci sekrecyjnej ukladu podwzgérzowo-przysadkowego, badz
tez powiklania fizjologiczne prowadzace do nieodwracalnych zmian zwy-
rodnieniowych. L

Zmiany zaobserwowane w splocie Auerbacha wskazujg, ze w cukrzy-
cy nastepuje zwyrodnienie niektérych aksonéw w tym i aksonow zawie-
rajacych wazoaktywny polipeptyd jelitowy. Zmiany te $wiadcza o moz-
liwosci uczestnictwa wlékien zawierajacych wazoaktywny polipeptyd je-
litowy w rozwoju zaburzen czynnos$ci motorycznej przewodu pokarmo-
wego w cukrzycy.
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