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‘; ALINA GROCHOWALSKA

; EFFECT OF ACUTE HYPOXIA ON MYELIN LIPIDS *

Department of Neurology, School of Medicine, Poznan

| Disturbances in the metabolism of cerebral lipids have been ex-
perimentally studied in various types of hypoxia (Kosow et al. 1966;
Porcellati et al. 1978; Strosznajder, Domanska-Janik 1980; De Medio et
‘al. 1980; Domanska-Janik 1982 and others). Most of the studies concerned
Ethe brain as a whole and the observed alterations were related to
‘metabolic changes in the membranes without further structural dif-
:ferentation. For this reason, little information is available on the effect
of hypoxia on the cerebral white matter and on the lipid-rich myelin
sheath. The latter issue seems particularly important since in numerous
morbid processes in humans hypoxia leads to a variable degree of myelin
lesions and, in rare cases, even to diffuse demyelination (Raine 1984;
Traugott, Raine 1984). This induced us to perform studies on the effects
of acute hypoxia on cerebral myelin lipids.

MATERIAL AND METHODS

Experiments were performed on male rats of Wistar strain, weighing
each 200 do 250 g. Acute hypoxia was induced by placing the animals for
3 min in an air-tight glass chamber of 79.2 1 (0.0792 m?®) capacity with
a gas mixture, containing 2% O, in 97.9% N, and 0.1%0 CO,, passed
through the chamber at a 2.8 1 per min flow rate. The control level of
body temperature was maintained by heating the experimental rats with
a lamp. Under such conditions the experimental rats were greatly agitated,
but later lost their motoric activity. Concomitantly, they developed
tachypnoe, and later often showed an irregular respiratory function
leading to complete apnoe. Immediately after hypoxia, mixed arterio-

* The studies were supported by a grant from the Polish Academy of Sciences
(Research Programme No. 06-02.I1.1.3).
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108 M. Wender et al.

-venous blood was taken from the tail for gasometric estimations (pH,
pO;, pCO,) in a BMS-2 apparatus (Radiometer, Copenhagen). The animals
were sacrificed after 4 h, 24 h, 14 days or 2 months after hypoxia.

Chemical myelin studies. The myelin fraction was isolated according
to the method of Norton and Poduslo (1973). The brain homogenates
were layered on top of the discontinuous sucrose gradient (0.32 M and
0.85 M, pH 7.0) and centrifuged using a swing-out rotor. The isolated
myelin fraction was washed three times with distilled water, each wash-
ing procedure being followed by centrifugation at 75 000 g (23 000 t/min)
for 20 minutes. The final sediment was then lyophilized.

Total lipids of the myelin fraction were extracted by the procedure
described by Folch-Pi et al. (1957) and, then, further separated by
means of a combined column and thin-layer chromatography (TLC).
Cerebrosides, sulfatides and cholesterol were separated according to
Svennerholm (1964), and phospholipids by means of bidimensional TLC
according to Singh et al. (1971). Thereafter, cholesterol was quentitated
according to the method of Sperry and Webb (1950), cerebrosides and
sulfatides were estimated employing the techniques of Radin et al. (1965).
Phosphorus content was determined by the method of Bartlett (1959).
The results were subjected to statistical analysis by Student’s t test.

Histological studies. Cerebral sections were embedded in paraffin and
stained with hematoxylin-eosin, Nissl or Weil methods.

RESULTS

Histological studies. The sections stained by the method of Weil failed
to demonstrate any changes of myelin stainability. Neither were changes
found in the white matter sections stained by the method of Nissl or

Table 1. Results of gasometric estimations in mixed blood immediately after experimental hypoxia
Tabela 1. Wyniki badah gazometrycznych krwi mieszanej natychmiast po zakoficzeniu niedotle-

nienia
pO; pCOZ
pH (in mmHg) (in mmHg)
(w mmHg) (w mmHg)

Control group
Grupa kontrolna 7.334+0.04 75.84+4.3 41.8-4-3.5

Acute hypoxia (2% oxygen in respiratory

mixture for 3 min)

Ostre niedotlenienie (2% tlenu w mie-

szaninie oddechowej przez 3 minuty) 7.144+0.05** 40.64-3.4** 62.944.0%*

Means from 10 estimations +SE (standard error)
Srednie z 10 badan +SE (blad standardowy)

** Differences significant at p < 0.01

** Roznice istotne na poziomie p < 0,01
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Myelin in acute hypoxia 109

with hematoxylin-eosin. In contrast, in the cerebral cortex of the pal-
lium, of the Ammon’s horn and of the cerebellum many degenerative
changes in neurocytes, mainly of chronic or ischemic type were found.
Chemical studies. Results of gasometric studies used as criterion to
evaluate the applied method of hypoxia are presented in Table 1.

Table 2. Effect of acute hypoxia (2% O:) on lipid pattern in rat brain myelin (mmole per 100 g dry
myelin)
Tabela 2. Wplyw ostrego niedotlenienia (2% tlenu) na obraz lipidow mieliny mézgu szczura
(w mmol/100 g mieliny suchej)

4 hours 24 hours 14 days 2 months

Control after after after after
Norma hypoxia hypoxia hypoxia hypoxia
4 godz. 24 godz. 14 dni 2 miesiace
po niedo- po niedo- po niedo-  po niedo-
tlenieniu tlenieniu tlenieniu tlenieniu
Cholesterol 38.9+1.68 33.14212 33.241.35* 24.34+2.01* 29.511.99*
Cholesterol
Cholesterol esters 0.02-+0.01 0.1+0.02* 0.24-0.06* 0.6+0.07* 0.1+0.03*
Estry cholesterolu
Sulfatides 3.840.27 3.74:0.23 3.740.31 3.6+0.28 3.7+0.14
Sulfatydy
Cerebrosides 14.74+0.73  14.6+0.27 14.5+0.40 7.6+0.63* 14.74-0.18
Cerebrozydy
Total galactolipids 18.44+-094 18.34048 18.1+0.64 11.240.64 18.41-0.25
Catkowite galaktolipidy
Sphingomyelins 1.34+0.17 2.4+0.12*% 1.840.12* 1.6+0.14 114012
Sfingomieliny
Phosphatidylcholine 7.740.68 7.840.38 8.54+0.45 9.24-0.55 9.94-0.34*
Fosfatydylocholina

Lysophosphatidylcholine 0.5+0.07 0.54+0.12 0.840.07* 0.7-£0.11 1.04-0.09*
Lizofosfatydylocholina

Phosphotidylserine

+ phosphatidylinositide 2.540.21 2.940.32 2.340.32 1.540.10* 3.1-+0.21
Fosfatydyloseryna

+ fosfatydyloinozytol

Phosphatidylethanolamine 2.840.15 2.84+0.19 3.6+0.12* 2.840.27 3.340.31
Fosfatydyloetanoloamina

Plasmalogen 10.34+0.31 11.34-0.81 9.6+0.57 9.5+1.03 10.44-0.48
Plazmalogen
Total phospholipids 25.1+1.31 27.84+1.23 26.64+1.23 253+146 28.8+1.09

Calkowite fosfolipidy

Number of animals in each group: 64-SE (standard error)
Liczba zwierzat w kazdej grupie: 64-SE (blad standardowy)
* Differences significant at p < 0.05

* Roznice istotne na poziomie p < 0,05
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110 M. Wender et al.

The most pronounced changes, observed in the myelin lipid pattern,
expressed in absolute figures in relation to the dry myelin mass, was
a pronounced increase in cholesterol esters content. The alteration was

noticed as early as 4 hours after the experiment,

being most intense

after 14 days and tending to vanish thereafter. The alteration was ac-
companied by a decrease in the content of free cholesterol.

Table 3. Effect of acute hypoxia (2% O:) on lipid pattern in rat brain myelin (% of total lipid content)
Tabela 3. Wplyw ostrego niedotlenienia (29, tlenu) na obraz lipidow mieliny moézgu szczura (w %, cal-

kowitej zawartosci lipidow)

4 hours 24 hours
Control after after
Norma hypoxia hypoxia

4 godz. 24 godz.

14 days 2 montsh
after after

hypoxia hypoxia
14 dni 2 miesigce

po niedo- po niedo- po niedo- po niedo-
tlenieniu tlenieniu tlenieniu tlenieniu
Cholesterol 30.64-0.64 25.54-0.98* 26.44-0.66* 25.24-1.68* 23.211.09*
Cholesterol
Cholesterol esters 0.014+-0.006 0.114+0.02* 0.24-0.05* 0.54+0.05* 0.14-0.02*
Estry cholesterolu
Sulfatides 6.8--0.40 6.940.38 7:9::0:53 9.5+0.35* 7.1+0.26
Sulfatydy
Cerebrosides 23.740.72 25.04-0.89 24.74-0.85 15.941.11* 24.840.70
Cerebrozydy
Total galactolipids 30.5+£0.79 3194098 31.74-1.15 2541+1.07 31.940.82
Calkowite galaktolipidy
Sphingomyelins 2.110.11 3.84+0.17* 3.04-0.21* 3.340.34* 1.840.16
Sfingomieliny
Phosphatidylcholine 12.54-0.68 12.84+0.45 14.14+0.78 18.741.71* 16.2+0.45*

Fosfatydylocholina

Lysophosphatidylcholine 0.6-+0.07 0.6+0.16 0.9+0.07*
Lizofosfatydylocholina

Phosphatidylserine

+ phosphatidylinositide 4.440.21 4.84-0.45 4.0+0.48
Fosfatydyloseryna

-+ fosfatydyloinozytol

Phosphatidylethanolamine 4.1+0.18 3.84-0.21 5.5+0.13*
Fosfatydyloetanoloamina

Plasmalogen 15.240.28 16.64+1.24 14.2+0.59
Plasmalogen
Total phospholipids 38.9+0.71 42.44-0.70 41.741.34

Calkowite fosfolipidy

1.04-0.16 1.1:£0:12%

3.310.23% = 5.44-0.22*

5.84-0.58* 4.94-0.41

16.841.58 15.340.30

48.94+1.97 44.7+0.73

Number of animals in each group: 6-+SE (standard error)
Liczba zwierzat w kazdej grupie: 6-+-SE (blad standardowy)
* Differences significant at p < 0.05

* Roznice istotne na poziomie p < 0,05
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Myelin in acute hypoxia 111

The content of sulfatides and cerebrosides was unchanged after hypo-
xia. In changes observed in the phospholipid fractions, the slight increase
in lysophosphatidylcholine, most pronounced in the late period after hy-
poxia (2 months) attracted our attention. Shifts in other phospholipids
were not reproducible in all experimental groups. The results are pre-
sented in detail in Table 2. When levels of individual fractions were
related to total lipids (Table 3), the character of changes was similar.
It should be stressed only that nearly all phospholipid fractions, exhibit-
ed relative shifts, small but statistically significant, at the significance
level of p=<C0.05. Analogous results concerning the pattern of myelin
phospholipids, as related to the total phospholipids are presented in
Table 4.

Table 4. Effect of acute hypoxia (2% O3) on lipid pattern in rat brain myelin (% of total phospholipid
content)
Tabela 4. Wplyw ostrego niedotlenienia (2%, tlenu) na obraz lipidow mieliny mézgu szczura (w % cal-
kowitej zawartos$ci fosfolipidow)

4 hours 24 hours 14 days 2 months

Control after after after after
Norma hypoxia hypoxia hypoxia hypoxia
4 godz. 24 godz. 14 dni 2 miesiace
po niedo- po niedo- po niedo- po niedo-
tlenieniu tlenieniu tlenieniu tlenieniu
Sphingomyelins
Sfingomieliny 5.3+0.33 9.24+0.35* 7.240.40* 6.84+0.57* 4.140.33*
Phosphatidylcholine
Fosfatydylocholina 32.1+120 29.7+1.22 33.7+1.38 383+3.11 36.3+0.87*
Lysophosphatidylcholine
Lizofosfatydylocholina 1.6+0.18 1.340.33 2.34+0.15* 2.140.36 2.540.27*
Phosphatidylserine
-+ phosphatidylinositide
Fosfatydyloseryna 11.34+0.48 11.64+0.91 9.44+0.97 6.8+0.51* 12.040.73

-+ fosfatydyloinozytol

Phosphatidylethanolamine

Fosfatydyloetanoloamina 10.54-0.48 9.6+0.53 13.14+0.33* 11.841.40 10.94-0.73
Plasmalogen

Plazmalogen 39.2+0.98 38.61+-1.97 34.3+1.57* 34.242.56 34.2+0.90*

Number of animals in each group: 6+SE (standard error)
Liczba zwierzat w kazdej grupie: 6+SE (blad standardowy)
* Differences significant at p < 0.05

* Roznice istotne na poziomie p < 0,05

DISCUSSION

Diffuse demyelination of cerebral white matter, resulting from hy-
poxia, described in clinical pathology as delayed hypoxic encephalopathy
(Plum et al. 1962; Plum, Posner 1972), belongs to the vasogenic syndro-
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112 M. Wender et al.

me, very rare in comparison with cerebral infarction or selective necrosis
of neurocytes. The syndrome described only in single cases of severe
cerebral atheromatosis, may occur also after cardiac arrest, or carbon
monoxide intoxication and even in deep hypoglycemia (Wender 1963;
Wender et al. 1964; Traugott, Raine 1984). Diffuse, often uneven dege-
neration of the myelin of cerebral hemispheres, with relative preser-
vation of intact axons, is the anatomical equivalent of the syndrome.
The corresponding experimental model, in which massive demyelina-
tion, but limited to the commissural system occurred regularly, in-
volves cyanide intoxication (Levine, Styputkowski 1959; Bass 1964; Hira-
no et al. 1967; Wender et al. 1972, 1973, 1975).

As we have found in previous investigations (Wender et al. 1986),
cyanide intoxication, at an intensity not leading to myelin destruction,
leads to early cholesterol esterification. In the late period after exposing
animals to cyanide, some shifts in the proportion of lipid components
of myelin occurred, in the form of a decrease in cerebroside content
and minor changes in the content of particular phospholipid classes.
When cyanide intoxication was more severe, leading to demyelination
in the corpus callosum, a significant decrease of the content of sphingo-
myelins, sulfatides, cholesterol and some phospholipids, as well as an
increased cholesterol esterification without correlation with the reaction
of macrophages occurred in the white matter (Wender et al. 1973). Con-
comitantly, shifts in the pattern of fatty acids of lipids in the white
matter (Wender et al. 1975) and in the pattern of free fatty acids of the
cerebral white matter can be noticed (Wender et al. 1985).

Our studies on cerebral myelin lipids after hypoxia referred hereto-
fore have shown deviations similar only in part to those found at the
predemyelinating stage of cyanide intoxication. In acute hypoxia, as in
many other myelin lesions (Wender et al. 1976; Norton, Cammer 1984),
marked enhancement of cholesterol esterification took place, with a rel-
ative decrease in free cholesterol content. In contrast to the observations
made in cyanide intoxication, concerning a marked decrease in cerebro-
side content, in experiments with hypoxia we found no changes in the
myelin galactolipids. However, similarly as in myelin alterations of other
etiology, in the late period after the action of hypoxia an increase in
lysophosphatidylcholine content occurred. After hypoxia, a slight incre-
ase in some phospholipid fractions has also been observed. The results
may be explained by a reciprocal shift between the lipid and nonlipid
components of myelin, from which those compounds which are less sen-
sitive to the action of hypoxia, when related to the total dry myelin
mass, show some increase.

Human diseases and experimental processes in which typical de-
myelination is observed are characterized biochemically by a decrease
in the lipid-protein ratio, pronounced loss of cholesterol, phosphatidyle-

http://rcin.org.pl



Myelin in acute hypoxia 113

thanolamine and cerebrosides as well as by an increase in cholesterol
ester content. In the floating fraction of myelin there occurs also a great
quantity of cholesterol esters, differing in their pattern of fatty acids
from that found in minute amounts in the normal brain. The different
pattern, which may be interpreted as an intermediary one between that
of normal and completely disintegrated myelin, was observed in some
cases of SSPE (Norton, Cammer 1984). This pattern is characterized by
a normal content of cholesterol, and low content of cerebrosides, sul-
fatides, phosphatidylethanolamine and plasmalogens.

The pattern of myelin lipids found by us in animals subjected to
hypoxia, in the face of unaltered cerebrosides and phosphatide con-
tents, cannot indicate progressing or accomplished demyelination. How-
ever, the observation concerning increased cholesterol esterification in
the myelin as well as the increased content of lysophosphatidylcholine
require consideration. In our opinion, hypoxia induces lesions of myelin
molecular structure, but fails to provoke the lymphocyte and macrophage
reaction and, therefore, does not lead to induction of myelinolytic fact-
ors and, subsequently, does not evoke demyelination. This seems to be
in agreement with clinical observations showing that marked demyelin-
ation occurs in sporadic cases only, despite of the high frequency of
ischemic brain lesions.

CONCLUSIONS

1. Acute hypoxia leads to enhancement of cholesterol esterification,
production of lysophosphatidylcholine, marked decrease in free cho-
lesterol content and some shifts of single phospholipid fractions in the
myelin sheaths.

2. Acute hypoxia induces lesions of the myelin molecular structure
without leading to marked demyelination in the central nervous system.

WPLYW OSTREGO NIEDOTLENIENIA NA LIPIDY MIELINY

Streszczenie

Badano skiad lipidow mieliny izolowanej z mozgéw szczuréw u$miercanych
w 4 i 24 godziny, 14 dni oraz 2 miesigce po ostrym kroétkotrwalym (3 min) nie-
dotlenieniu.

Stwierdzono, ze ostre niedotlenienie prowadzi do zwiekszonej estryfikacji chole-
sterolu, produkcji lizofosfatydylocholiny, znacznego obnizenia zawartosci wolnego
cholesterolu i przesunieé iloSciowych w zakresie pojedynczych frakcji fosfolipi-
dowych.

Z przeprowadzonych badan wynika, Ze ostre niedotlenienie powoduje uszko-
dzenie struktury molekularnej mieliny bez histologicznie uchwytnej demielinizacji
istoty bialej.
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BJIMSIHUE OCTPOM I'MITOKCUM HA JIUITAIbI MUEJIUHA
Pe3ome

HYccnenopanoch cofiepkaHue JIMOHIOB MHEIWHA, W30JMPOBAHHOIO M3 MO3rOB Kphic 4 M 24

yaca, 14 nHeit M 2 Mecsua mMOC/e OCTPOM KPaTKOBPEMEHHOM (3 MHHYTAa) THIOKCHH.

OO6HapyXeHo, YTO OCTpasi THIOKCHS BEIET K yBEIMYCHHOU dTepH(pHKALMKE XOJIeCTePOIa, Ipo-

OyKuud a300030aTHIHIXOIMHA, 3HAYATEILHOMY TOHHXKEHHIO COAEPXKaHHSA CBOOOIHOIO XOjec-
TEPOJIa M HM3MEHEHHSM B E€JUHMYHBIX (OCHONANMAHBIX (PAKIHAX.

C NPOBEICHHBIX MCCIIEJOBAHMMN CJIEAYET, YTO OCTPasi THIOKCHA BEAET K IMOBPEXACHHSAM MoJIe-

KyJISADHOM CTPYKTYpPBI MHEIHHA 0€3 rHCTOJIOrHYECKH BHAMMOM NEeMHEIMHU3ALMA GEI0ro BemecTsa
Mo3ra.
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Prezes — prof. Jozef Katluza (Krakow),
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ski.
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pozostali prof, Maria Dambska i prof. Mieczystaw Wender.
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OF THE MEDULLARY RETICULAR FORMATION IN THE RAT

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

It has been established on various experimental models that brain
ischemia produces metabolic alterations and cerebral microcirculation
disturbances. These changes last many hours after the ischemic incident
and are an essential factor damaging nervous tissue (Klatzo 1975, 1985).
A significant factor is also the phenomenon of “maturation” of the patho-
logical process leading to the appearance of ultrastructural changes in
brain tissue at various times after ischemia, indirectly proportional to
the duration of blood circulation arrest (Klatzo 1975).

The experimental ischemia model described by Korpaczew et al.
(1982) is very useful for analysis of the pathomorphology of ischemic
encephalopathy and the dynamics of pathological changes occurring in
its case. This model was characterized in detail in respect to its physio-
pathology (Korpaczew et al. 1982) and the general pathomorphology of
the central nervous system (Mossakowski et al. 1986). Mossakowski et
al. discovered a selective vulnerability of some brain regions in this
model of ischemia at the light microscopic level, and showed that the
nucleus gigantocellularis of the reticular formation of the brain stem
belongs to the regions particularly sensitive to ischemia.

The functional morphology of the gigantocellular region (GCR) of
the medullary reticular formation is practically unknown despite the
obvious fundamental physiological importance of this brain structure
(Bowsher et al. 1968). The neurons of GCR are receptive to numerous
central and pheripheral inputs, particularly those of multisensory nature
(Guilbaud et al. 1973; Siegel 1979). These findings suggest that neurons
of GCR monitor the total input and global level of neuronal activity,
while effecting specific motor responses and behavioral stages (Casey
1971). The gigantocellular region forms a relay for somatic impulses
between the spinal cord and higher brain areas (Bowsher et al. 1968).
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Evidence from electro-physiological techniques (Burton 1968) and auto-
radiographic studies (Basbaum et al. 1976, 1978) has led to the suggestion
that the GCR constitutes a generator or center of pain transmission.
From the anatomical, physiological and behavioral studies of Casey
(1969, 1971) it also appears that the GCR has diverse function related to
signalling of pain.

The significant physiological role of the GCR, its selective vulner-
ability to ischemia as well as the lack of information on its functional
morphology led us to study the fine structural changes in the GCR
following transient, complete ischemia of short-duration.

MATERIAL AND METHODS

Studies were performed on 12 male Wistar rats weighing 160—180 g.
Ten animals were subjected to experimentally evoked ischemia (method
described by Korpaczew et al. 1982). Under slight ether anaesthesia,
a special needle clip was inserted into the animals chest and the vascular
bundle of the heart was constricted. This operation led to cardiac arrest
and cessation of blood circulation and respiration. In these experimental
conditions clinical death, as revealed by disappearance of the bioelectric-
al potential of the brain, occurs several seconds after cardiac arrest and
cessation of respiratory function (Mossakowski et al. 1986). However,
release of constriction after 2.5 min and application of external heart
massage allowed for return of the heart function, blood circulation and
respiration within 1—3 min. Immediately after recovery of blood cir-
culation five animals were sacrificed (exp. group I), while the remain-
ing five were kept for an additional three days and than killed (exp.
group II). Two animals not subjected to the experiment served as a con-
trol.

The tissue samples containing the gigantocellular region of the brain
stem were fixed in 2.5% glutaraldehyde in 0.2 M cacodylate buffer,
pH 7.2, and postfixed in 2% osmium tetroxide in 0.2 M cacodylate
buffer, pH 7.2. After dehydration in a graded series of ethanols the
tissue samples were embedded in Epon 812. Ultrathin sections stained
with uranyl acetate and lead citrate were examined with a JEM 7
A electron microscope.

RESULTS
The ultrastructure of the GCR of the brain stem has been previously

described in the rabbit (Zareba-Kowalska, Borowicz 1985). In general,
it does not differ in rats so details will not be repeted here. In the

L2t o
!:+\’> IAA®]



Cerebral ischemia: gigantocellular region 119

Fig. 1. Experimental group I. Large neuron. Fragment of the GCR. Agglomerations
of rough endopalsmic reticulum with concomitant numerous ribosomes and poly-
ribosomes. Note the swollen mitochondria with electron-translucent matrix and
disrupted, rudimentary cristae. Neurotubules and neurofilaments are visible. X 10 875
Ryc. 1. T grupa doswiadczalna. Neuron olbrzymi. W cytoplazmie obecne sa liczne
skupienia siateczki $rédplazmatycznej szorstkiej, liczne rybosomy, polirybosomy,
neurotubule i neurofilamenty. Uwage zwracajg obrzmiale miotochondria o elektro-
nowo-przeziernej macierzy ze skréconymi, szczgtkowymi grzebieniami. Pow. 10 875 <
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" gigantocellular region of the rat we also observed two types of neurons.
Neurons of the first type were large and had several dendritic branches.
They were characterized by a round or oval, centrally placed nucleus
poor in dispersed chromatin. Some nuclei showed invaginations of the
nuclear envelope. The most characteristic feature of the cytoplasm was
the abundance of rough endoplasmic reticulum (RER) often consisting
of several cisternae running parallel throughout the cytoplasm. The
Golgi complex was moderately developed. Neurons of the second type
were small and exhibited a spherical shape with few primary dendrites.
They had a centrally placed nucleus rich in heterochromatin aggregated
beneath the nuclear envelope and a moderately developed rough endo-
plasmic reticulum and Golgi complex. The two types of neurons were
easily identified in the GCR of rats.

Experimental group I. Electron microscopic observations performed
immediately after blood recirculation revealed changes affecting mostly

O A SRR
Fig. 2. Experimental group I. Nuclear profile of large neuron of GCR. Note nu-
cleolus with a concomitant coiled body (CB). Aggregation of perinucleolar chro-
matin (arrow). X 20750
Ryc. 2. 1 grupa do$§wiadczalna. Fragment jadra neuronu olbrzymiego. Widoczne
jaderko z przylegajagcym ,coiled body” (CB) oraz skupienie chromatyny przyjader-
kowej (strzatka). Pow. 20750 X
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the large neurons of GCR of the medullary reticular formation. A strik-
ing feature was the presence of numerous large and swollen mitochon-
dria troughout the neuronal cytoplasm, some of which had a balloon-like
shape. The great majority of mitochondria had a translucent matrix and
disrupted, rudimentary cristae. Other cytoplasmic organelles did not
show any abnormalities (Fig. 1). Coiled bodies were occasionally observ-
ed in the vicinity of the nucleoli (Fig. 2).

Small neurons, in comparison with those of the control group, ex-
hibited dilatation of some RER spaces and some slightly swollen mito-
chondria while other cellular organelles seemed to be unchanged (Fig. 3).

Fig. 3. Experimental group I. Small neuron. Dilated RER spaces and Golgi cisternae.
Numerous neurotubules are visible in the cytoplasm. X 10375
Ryc. 3. I grupa doswiadczalna. Maly neuron. W cytoplazmie neuronu widoczne sg
poszerzone kanaly siateczki $rédplazmatycznej szorstkiej oraz cysterny ukladu Gol-
giego. Widoczne sg liczne neurotubule. Pow. 10375 X
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In the neuropil, the occasionally observed astrocytes, especially their
processes, were slightly swollen (Fig. 4). They displayed an electron-luc-
ent cytoplasm with few organelles. The tissue surrounding the capil-
laries had a normal structure.

Experimental group II. Three days after transient, complete cerebral
ischemia the ultrastructural alterations were more pronounced. Large
neurons of the GCR revealed a dilatation of RER spaces and distended
cisternae of the Golgi complex. Free ribosomes and polyribosomes were

Fig. 4. Experimental group I. Fragment of dendrite of a large neuron of GCR.

Note swollen mitochondria. Other organelles are well preserved. Presynaptic end

foots on a dendrite contain numerous spherical vesicles. Astrocytic processes are
swollen (asterisks). X 10875

Ryc. 4. I grupa do$wiadczalna. Fragment dendrytu neuronu olbrzymiego. Widoczne

sa obrzmiale mitochondria przy dobrze zachowanych pozostalych strukturach wy-

pustki. W neuropilu widoczne sa kolbkowate zakonczenia, zawierajace liczne, kuliste

pecherzyki w kontakcie synaptycznym z dendrytem. Wypustki astrocytow sg obrz-
miate (gwiazdki). Pow. 10875 X
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Fig. 5. Experimental group II. Large neuron. In the nucleus an aggregation of
perinucleolar chromatin (arrow head) numerous perichromatin (PG) and inter-
chromatin granules (IG) as well as nuclear filamentous inclusions (arrows) are
visible. In cytoplasm dilated cisternae and RER channels are present. X 10 375,
Insert. Higher magnification of a filamentous nuclear inclusion. < 20750

Rye. 5. II grupa doswiadczalna. Neuron olbrzymi. W jadrze neuronu widoczne s3

jaderko z towarzyszacym mu skupieniem chromatyny przyjaderkowej (glowka

strzatki), liczne ziarna perychromatynowe (PG) i interchromatynowe (IG) oraz

wirety jadrowe zbudowane z mikrofilamentéw (strzalki). W cytoplazmie obserwuje

si¢ poszerzone cysterny ukladu Golgiego oraz kanaly RER. Pow. 10375 X Insert.
Wiegksze powigkszenie wtretu jgdrowego. Pow. 20 750 X

2 — Neuropatologia Pol. 2/87
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Fig. 8. Experimental group II. Small neuron of GCR exhibiting a normal ultra-
structure. A capillary attached to its surface. X 10375
Ryc. 8. II grupa do$wiadczalna. Maly neuron o prawidlowej budowie ultrastruktu-
ralnej. Do jego powierzchni przylega naczynie krwionosne. Pow. 10375 X

Fig. 6. Experimental group II. Large neuron of GCR. Nucleus of multi-lobular
shape. The majority of mitochondria seem normal. Note dilated Golgi cisternae
(arrow). X 10375
Ryc. 6. II grupa do$wiadczalna. Neuron olbrzymi. Jadro neuronu jest ksztaltu
wieloplatowatego. Wigkszo$¢é mitochondribw o prawidlowej budowie ultrastruktu-
ralnej. Zwracaja uwage poszerzone cysterny ukladu Golgiego (strzatka). Pow.
10375 X

Fig. 7. Experimental group II. Large neuron with ,dark” electron-dense cytoplasm
containing increased number of lysosomes. X 10375

Ryc. 7. II grupa dos$wiadczalna. Neuron olbrzymi o elektronowo-gestej cytoplazmie
zawierajacej liczne lizosomy. Pow. 10375 X
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numerous. The great majority of mitochondria had a normal ultrastruc-
ture, and only some of them were slightly swollen. Some large neurons
with electron-dense cytoplasm had the appearance of “dark” cells. Neu-
ronal nuclei showed deep invaginations of the nuclear envelope. Some
nuclear profiles were multi-lobular in shape. In the nuclei of large
neurons, coiled bodies were more frequently observed. Aggregations of
perinucleolar chromatin and an increase in the number of distinctive
perichromatin and interchromatin granules were observed. Some nuclei
contained filamentous, spindle-shaped inclusions in the karyoplasm (Figs
5, 6 i 7). Small neurons did not show any abnormalities in comparison
with those of the control group (Fig. 8).

A common feature was the swelling of the astroglia cells and their
processes around capillaries (Fig. 9). Some swollen astroglia cells were

¥ " * 2
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Fig. 9. Experimental group II. Perivascular region with swollen astrocytic proces-
ses is visible (asterisks). X 10375

Ryec. 9. II grupa doswiadczalna. W neuropilu widoczna jest okolica okolonaczyniowa
z obrzmialymi wypustkami astrocytow (gwiazdki). Pow. X 10375

iy
);" & i



Cerebral ischemia: gigantocellular region 127

also observed in close contact with the occasionally observed “dark”
neurons.

DISCUSSION

The gigantocellular region of the reticular formation of the brain
stem of the rat exhibits several characteristics similar to those describ-
ed in the cat (Bowsher, Westman 1970) and the rabbit (Zareba-Kowal-
ska, Borowicz 1985). The two different types of neurons were easy to
identify in the sections by their size, shape and ultrastructural features.

The presented results show that transient, complete cerebral ischemia
resulted in ultrastructural changes in the GCR, affecting both neurons
and glial cells. Ultrastructural alterations observed in large neurons
were more pronounced three days after recovery. Distinct edematous
changes observed in the GCR three days after the experiment affected
astroglia cells. They were clearly perceptible in perivascular tissue. The
earliest changes observed immediately after blood recirculation affected
the large neurons and consisted of mitochondrial swelling. In the second
experimental group of animals, i.e., three days after recovery, numercus
large neurons exhibited ultrastructural alterations in the cytoplasm and
the nuclei. In the cytoplasm dilatations of RER channels and Golgi cis-
ternae were observed. In the neuronal nuclei, coiled bodies were fre-
quently noted. They were reported to occur in neurons of the spinal
ganglia (Masurovsky et al. 1967), in the neurons of trigeminal (Hardin
et al. 1969) and sympathetic ganglia (Grillo 1970), in those of the cere-
bellar cortex (Radouco-Thomes et al. 1971) and in hypothalamic secret-
ory neurons (Le Beux 1971). On the basis of ultrastructural and some
cytochemical properties, the neuronal coiled bodies were considered to
be the ultrastructural counterpart of the “accesory body” of Cajal (Hard-
in et al. 1969; Lafarga et al. 1983). Fibrillar parts of the neuronal nuc-
leolar apparatus undergo distinct cytomorphic changes, accompanied by
coiled bodies formation, in response to stress or to axon sectioning (Kin-
derman, La Velle 1976). Coiled bodies participate in rRNA transport and
metabolism, and are widespread in different neuronal cells characterized
by active protein synthesis (Lafarga et al. 1983).

Some nuclei of large neurons showed the presence of filamentous,
spindle-shaped inclusions. Similar nuclear inclusions were previously
described in the nervous system, e.g., in sympathetic neurons of the ce-
liac and superior cervical ganglia of the cat (Seite et al. 1977). The latter
authors reported that these nuclear inclusions are common in the cat
stellate ganglion and their frequency is related to the neuronal activity
level.

Some of the changes observed in this experiment correspond to earlier
findings described in ischemia of the nervous tissue. For example “dark”
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neurons were frequently observed in various areas of the central nervous
system during or after severe cerebral ischemia (Brown, Brierley 1972;
Schneider, Dralle 1973). These authors suggested that the appearance of
“dark” neurons is probably associated with different stages of cellular
dehydration which reflect different dynamics of the necrobiotic changes
(Schneider, Dralle 1973). The edematous changes affecting astroglial
cells found in the present study correspond well with previous findings
(Chiang et al. 1968; Hossmann, Sato 1970). In the light of recent studies
of Shigeno et al. (1966), the early development of brain edema after
cerebral ischemia is of cytotoxic nature. This is considered to be a con-
sequence of glial response to increased extracellular Kt after depolariz-
ation of neuron membrans. On the other hand, there is evidence of the
blood-brain barrier, i.e., brain capillary function, in ischemic edema form-
ation. The authors postulate that brain capillaries also contribute to the
regulation of ionic homeostasis in the central nervous system via several
ion transport channels.

In conclusion, a transient, complete cerebral ischemia of short-dur-
ation resulted in striking ultrastructural changes affecting the large
neurons of the gigantocellular region of the medullary reticular form-
ation. Ultrastructural alterations in neurons persisted and were more
pronounced three days after the ischemic incident. They were accompa-
nied by edematous changes of astroglia cells especially pronounced in
the perivascular tissue.

WPLYW PRZEJSCIOWEGO NIEDOKRWIENIA MOZGU NA ULTRASTRUKTURE
OBSZARU OLBRZYMIOKOMORKOWEGO W TWORZE SIATKOWATYM
RDZENIA PRZEDLUZONEGO SZCZURA

Streszczenie

Badania przeprowadzono na dorostych szczurach Wistar, u ktérych przez ucisk
catego peczka naczyniowego serca (metoda Korpaczewa i wsp. 1982) doprowadzano
do zatrzymania krgzenia krwi i $mierci klinicznej. Po 2,5 minutach ucisk peczka
naczyniowego zwalniano i przywracano czynno$¢ serca za pomoca jego zewnetrz-
nego masazu. Material do badania pobierano bezposrednio po reanimacji (I grupa
dos$wiadczalna) oraz w 3 dni po zabiegu (II grupa do$wiadczalna).

W I grupie do$wiadczalnej stwierdzono w neuronach olbrzymich obrzmienie
mitochondriéw. U szczuréw II grupy obserwowano w cytoplazmie neuronéw olbrzy-
mich poszerzenie zbiornikéw ukladu Golgiego oraz kanalow siateczki $rodplazma-
tycznej szorstkiej. W jadrach neuronéw olbrzymich stwierdzono czestsze wystepo-
wanie ,coiled bodies”, skupien chromatyny jgdrowej oraz wystepowanie wtretow
jadrowych zbudowanych z filamentoéw, ktorych obecno$é wigze sie ze stanem hiper-
aktywno$ci. Ziarna perichromatynowe i interchromatynowe byly liczne i wyraznie
widoczne. Stwierdzono rowniez wystepowanie ,ciemnych” neuronéw, o cechach
zwyrodnienia. Zmianom neuronalnym towarzyszylo obrzmienie komorek astrogleju,
szczegolnie widoczne w okolicach okolonaczyniowych.
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BJIMSIHUE BPEMEHHOUM MIIEMUU MO3TA HA VJIBTPACTPYKTYPY
AT AHTOLEJUIIOJISIPHOM OBJIACTU PETUKYJISIPHOI'O BEIIECTBA
ITPOJOJITOBATOI'O MO3I'A KPBIC

Pe3ome

OKCepHUMEHTBI BEJIMCh HA B3POCIBIX KpbICAX, Y KOTOPBHIX HOBOAMIOCH 0 3aJEPKKU KpOBe-
olpaiieHus u KIMHuYeckoi cmeptu (mo merony Kopmadesa u coasropos, 1982), yaasnsas 2,5 MuH.
BECh COCYAMCTBINM My4ok cepaua. Matepwan Uil yJIbTPAacTPYKTYPHBIX HCCIEIOBaHHMA ToOHpancs
HEIMOCPEACTBEHHO MOCE BOCCTAHOBIICHHS IEATENIbHOCTH cepAua M Apixanus (1 rpynma) u cnycts
3 mua nepexnsanmsa (II rpymna).

VY kpbic 1 rpynmel B TAraHTHBIX HEBPOHAX OOHAPYKEH OTEK MUTOXOHApPHU. Y Kpsic II rpynmsl
B UMTOIIA3Me 3THMX HEBPOHOB HAWIEHO pacmIMpeHne LUCTepH cucTeMbl Golgi m KaHanbLeB 3ep-
HHCTOrO 3HJIOIUIA3MATHYECKOTO PETHKYJIyM. B s/ipax IMTaHTHBIX HEBPOHOB OOHapyxeHo Oonee
4acToe nosBIeHHE ,,coiled bodies”, HaKomIeHNE NEPUHYKIIONSPHOIO XPOMATAHHA ¥ SLEPHBIE BKIIFO-
YeHHs, IOCTPOCHHBIE M3 (UIAMEHTOB, IPUCYTCTBHE KOTOPHIX CBA3AHO C COCTOSHHEM TIHIEPaKTHB-
HOCTH KiIeTkH. ITepuXpoMaTHHHBIE M HHTEPXPOMATHHHBIE 3€pHA ObUIM MHOTOYHCIICHHBIE M OT-
yeTauBble. Bhum Takke OoOHApYXEHBI ,,TEMHbIC” HEBPOHBI C NMpPU3HAKAMHU JAercHepauud. Hespo-
HAJTLHBIM HM3MEHEHHSIM COIYTCTBOBAIO HAaOyXxaHHe acTPOLMTOB OCOOEHHO OTYET/IMBbIE B O/u3H
COCyZIOB.
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WPLYW KROTKOTRWALEGO NIEDOKRWIENIA MOZGU
NA JADRO NADWZROKOWE I JADRO PRZYKOMOROWE
PODWZGORZA SZCZURA

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

Osrodkowy uklad nerwowy jest jednym z najwrazliwszych i najszyb-
ciej reagujacych na niedokrwienie narzgdow. Istniejg obszary moézgowia
szczegblnie wrazliwe na niedokrwienie (Brierley 1976; Pulsinelli, Brierley
1979; Wieloch 1985). Ustalono szczegélowo, ze w niektérych warstwach
kory moézgowej (III, V i VI), w galce bladej, w prazkowiu, w hipokampie
(sektor CA; i CA;) we wzgorzu oraz w warstwie komoérek Purkiniego
kory moézdzku wiele neuronéw ulega nieodwracalnym zmianom niedo-
krwiennym, podczas gdy komodrki nerwowe innych struktur sg bardziej
odporne (Kirino 1982, 1985; Suzuki i wsp. 1985). Mozna przypuszczac,
ze jednym z mechanizméw patogennych w przejsciowym niedokrwieniu
mozgu jest uszkodzenie poperfuzyjne (Hekmatpanah, Hekmatpanah
1986). Mechanizm ten, obok samego niedokrwienia, odgrywa zapewne
zasadniczg role w patogenezie nieodwracalnych uszkodzen tkanki ner-
wowej (Mossakowski, Kwiatkowska-Patzer 1983; Mossakowski, Gajkow-
ska 1984). Zmiany rozwijajgce sie w mozgu po przywroceniu krazenia
krwi zostaly opisane przez Ito i wsp. (1975) i okre$lone jako tzw. ,matur-
ation phenomenon”, polegajacy na nasilaniu sie nieprawidiowos$ci wraz
z uplywem czasu po niedokrwieniu. Wydaje sie, ze istnieje bezposred-
nia zalezno$¢ miedzy intensywnoscig niedokrwienia i narastaniem pro-
cesu patologicznego (Yamaguchi i wsp. 1985). Niedokrwienie os$rodko-
wego ukladu nerwowego w zaleznosci od jego intensywnosci moze pro-
wadzi¢ do odwracalnych zmian patomorfologicznych, lecz prowadzi row-
niez do zwyrodnienia i rozpadu neuronow.

Celowa wydawala sie ocena obrazéw ultrastrukturalnych jader neuro-
sekrecyjnych podwzgorza szczura. U zwierzat wywolywano krétkotrwate,
catkowite niedokrwienie moézgowia. Obserwacje morfologiczne jgdra nad-
wzrokowego i jgdra przykomorowego prowadzono bezposrednio po przy-
wroéceniu krgzenia krwi oraz po 3 dniach od wykonania zabiegu.
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MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na 14 dorostych szczurach, samcach rasy
Wistar z hodowli losowej, o masie ciala 160—180 g. Zwierzetom w lek-
kiej narkozie eterowej wprowadzano do klatki piersiowej drogg wklu-
cia (bez koniecznosci jej otwierania i prowadzenia kontrolowanej wen-
tylacji pluc) iglowy zacisk wedlug modelu Korpaczewa i wsp. (1982),
ktérym zaciskano peczek naczyniowy serca przez 2,5 minuty. Prowadzi-
lo to do zatrzymania czynnosci serca i wystgpienia bezdechu oraz
powodowalo calkowite zatrzymanie krgzenia krwi. Uwolnienie ucisku
peczka naczyniowego oraz zastosowanie zewnetrznego masazu serca poz-
walalo na przywroécenie czynnosci serca i oddechu. Pie¢ zwierzat dekapi-
towano natychmiast po wykonanym zabiegu, 5 szczuréw pozostawiono
na okres 3 dni. Zwierzeta do$wiadczalne dekapitowano lgcznie ze zwie-
rzetami kontrolnymi, nie poddanymi zadnym zabiegom, po 2 szczury
w obu grupach czasowych.

Do badan mikroskopowo-elektronowych pobierano wycinki z jadra
nadzwrokowego i jgdra przykomorowego podwzgérza szczura. Utrwala-
no je w 2,5% roztworze aldehydu glutarowego w buforze kakodylano-
wym o pH 7,4 przez 1 godz., a nastepnie w 1% OsO; w buforze kako-
dylanowym, pH 7,4 réwniez przez 1 godz. Po odwodnieniu w roztworach
alkoholu etylowego i tlenku propylenu wycinki zatapiano w Eponie 812.
Pélcienkie skrawki barwiono 19/¢ blekitem toluidyny w celu ustalenia do-
kladnej lokalizacji neuronéw badanych jader podwzgoérza. Ultracienkie
skrawki kontrastowano nasyconym wodnym roztworem octanu uranylu
i cytrynianu olowiu. Preparaty ogladano i zdjecia wykonywano w mikro-
skopie elektronowym JEM 7A na kliszach ORWO EU-2.

WYNIKI

I grupa doswiadczalna

W tej grupie prowadzono obserwacje neuronéw jadra nadwzrokowe-
go (SO) i jadra przykomorowego (PV) natychmiast po wykonaniu do-
$wiadczenia. Zaobserwowano podobng reakcje w obu badanych jadrach.
Kroétkotrwale niedokrwienie spowodowalo zmiany w neuronach i astro-
cytach. Zréznicowane obrazy ultrastrukturalne pozwolily okresli¢ trzy
ich typy. Pierwszy typ ultrastruktury neuronéw sekrecyjnych przeja-
wial wyrazne cechy wzmozonej aktywnosci metabolicznej. Charakteryzo-
wal sie on bardzo znacznie rozbudowang siateczka srodplazmatyczng
ziarnistg (RER) oraz nagromadzeniem duzej ilosci ziarnistosSci neurose-
krecyjnych (ryc. 1). RER zajmowala znaczne obszary cytoplazmy i byla
réwnomiernie pokryta rybosomami. Kanaly RER zachowywaly réwno-
legly uklad. Wiekszo$é z nich byla poszerzona. We wszystkich kanatach
RER widoczna byla niewielka ilos¢ zawartosci o Sredniej gestosci elektro-
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Ryc. 1. I grupa do$wiadczalna. Jadro nadwzrokowe. Fragment neuronu typu I (NI)
z rozbudowang siateczkg -Srodplazmatyczng szorstkg (RER) i duzg ilo$cig ziarnisto-
§ci neurosekrecyjnych (g). W cytoplazmie widoczne neurotubule (T) oraz lizosomy
(L) i dobrze rozwiniety kompleks Golgiego, w niektorych jego zbiornikach — ziar-
nistosci neurosekrecyjne (strzatki). Niektore synapsy (S) sq obrzmialte. Pow. 13 650 X
Fig. 1. Experimental group I. Supraoptic nucleus. Fragment of type I neuron (NI)
with hypertrophic RER and numerous neurosecretory granules (g). Neurotubules
(T), lysosomes (L) and well developed Golgi complex with neurosecretory granules
within the cisternae (arrows) are present. Some of the synapses (S) are swollen.
X 13650
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Ryc. 2. 1 grupa do$wiadczalna. Jgdro przykomorowe. Fragment neuronu typu I
(NI) i obrzmiatej wypustki astrocytarnej (GL). Synapsa w odcinku presynaptycz-
nym: obrzmiata aksoplazma i niewielka ilo$¢ pecherzykéw synaptycznych (S). Pow.
13650 X
Fig. 2. Experimental group I. Paraventricular nucleus. Fragment of type I neuron
(NI) and swollen astrocytic processes (GL). Pre-synaptic bouton of synapse with
swollen axoplasm and not numerous synaptic vesicles (S). X 13650
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Ryc. 3. I grupa do$wiadczalna. Jadro nadwzrokowe., Neuron typu II (NII) z po-
szerzonymi zbiornikami kompleksu Golgiego (Kg). Fragment obkurczonego neuronu
o ciemnej zageszczonej cytoplazmie (typ III). Niektére synapsy o obrzmialej akso-
plazmie z nielicznymi pecherzykami synaptycznymi (S), niektére o prawidlowej bu-
dowie ultrastrukturalnej (S1). Pow. 13650 <
Fig. 3. Experimental group I. Supraoptic nucleus. Type II neuron (NII) with dilated
Golgi cisternae (Kg) and fragment of shrunken type III neuron (NIII) with dark
and condensed cytoplasm. Some synapses with swollen axoplasm and not numerous
synaptic vesicles (S). Ultrastructurally unchanged synapses (S1) also are visible.
X 13 650
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Ryc. 4. 1 grupa do$wiadczalna. Jadro nadwzrokowe. Fragmenty dwoéch neuronow:

typu II (NII) i typu III (NIII). W neuronie typu III o obkurczonej cytoplazmie

widoczne jgdro, obrzmiale mitochondria, kompleks Golgiego, lizosomy i kanaly

RER. W poblizu obrzmiale synapsy (S) oraz znacznie obrzmialy astrocyt. Pow.
13500 <

Fig. 4. Experimental group I. Supraoptic nucleus. Fragment of two neurons: type II

(NII) and type III (NIII). Neuron of type III with shrunken cell body and con-

densed cytoplasm; nucleus, RER, swollen mitochondria, Golgi complex and lyso-
somes are visible. An astrocytic cell and synapses are swollen. X 13500
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Ryc. 5. I grupa doswiadczalna. Jadro nadwzrokowe. Neuron typu III (NIII) ciemny,
o skondensowanej cytoplazmie, otoczony obrzmialymi wypustkami astrocytow. Obok
fragment obrzmialego astrocytu. Pow. 13500 <

Fig. 5. Experimental group I. Supraoptic nucleus. Neuron of type III (NIII) with
condensed cytoplasm, surrounded by swollen astrocytic processes. Fragment of
swollen astrocytic cell is visible. X 13 500
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Ryc. 6. II grupa do$wiadczalna. Jadro przykomorowe Komorka neurosekrecy_]na
o prawidlowej budowie ultrastrukturalnej, z duzym jadrem komoérkowym i elektro-
nowo gestym jaderkiem. W cytoplazmie bardzo dobrze rozwiniety kompleks Golgiego
(Kg) i siateczka $rédplazmatyczna szorstka (RER). Widoczne réwniez ziarnisto$ci
neurosekrecyjne (g), neurotubule (T), lizosomy (L), ciala wielopgcherzykowe (MVB)
oraz cialo jaderkopodobne (NLB). Na powierzchni neuronu liczne kontakty synap-
tyczne zmienione (S) i prawidlowe (S1). Pow. 13500 X
Fig. 6. Experimental group II. Paraventricular nucleus., Ultrastructurally normal
neurosecretory cell with large nucleus and electron-dense nucleolus. Very well
developed Golgi complex (Kg) and RER. In cytoplasm neurosecretory granules (g)
neurotobules (T), lysosomes (L), multivesicular bodies (MVB) and nucleolus-like
body (NLB) are visible. At the cell some many synapses abnormal (S) and unchanged
(S1). X 13500
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nowej. W cytoplazmie, réwniez pomiedzy réownolegle ukladajgcymi sie
kanalami RER, znajdowala sie znaczna ilos¢ polirybosoméw, pojedyncze
mitochondria, stosunkowo duza ilo$¢ ziarnistosci neurosekrecyjnych oraz
neurotubule (ryc. 2). Zwykle w poblizu jagdra komérkowego znajdowat sie
dobrze rozwinigty, rozczlonowany kompleks Golgiego. W jego okolicy
przede wszystkim gromadzily si¢ oblonione ziarnistosci neurosekrecyjne.
Czesto spotykano ziarnistosci neurosekrecyjne w zbiornikach kompleksu
Golgiego. W sgsiedztwie kompleksu Golgiego spotykano takze neurotu-
bule, lizosomy i mitochondria. Wiele mitochondriéw mialo jasng ma-
cierz i skrécone lub fragmentaryczne grzebienie.

Drugi typ ultrastruktury neuronéw wystepowal rzadziej, a jego ce-
chg charakterystyczng byla obecnos¢ poszerzonych zbiornikéw komplek-
su Golgiego i brak ziarnistosci neurosekrecyjnych. Pozostate organelle
komoérkowe, ich rozmieszczenie, ilos¢ i budowa odpowiadaly komoérkom
neurosekrecyjnym w materiale kontrolnym (ryc. 3, 4 i 5).

Trzeci typ ultrastruktury neuronéw charakteryzowat sie réznym stop-
niem obkurczenia neuronéw sekrecyjnych (,,neuronal shrinkage”). Neu-
rony te charakteryzowaly sie ciemng, zageszczong cytoplazmg. Ich jadra
znacznie obkurczone mialy liczne wreby. Karioplazma byla réwnomier-
nie gesta elektronowo.

Wiekszos¢ synaps znajdujgcych sie w sgsiedztwie zmienionych neu-
ronéw sekrecyjnych wykazywala rowniez duze zmiany, zwlaszcza w od-
cinku presynaptycznym (ryc. 1—5). Wiele synaps tworzacych polgcze-
nia na perykarionach neuronéw typu I, II i III mialo bardzo obrzmiale
kolbki presynaptyczne z nielicznymi pecherzykami synaptycznymi. Nie-
kiedy pecherzyki synaptyczne wystepowaly w skupieniach. Wszystkie
pecherzyki byty typu sferoidalnego z nienaruszong blong otaczajgcg. Spo-
radycznie obserwowano pecherzyki z gestym rdzeniem.

W tej grupie doswiadczalnej astrocyty byly w roéznym stopniu obrz-
miale. Wypustki astrocytarne wokél zmienionych neuronéw, a zwlaszcza
w poblizu neuronéw typu III wykazywaly znaczne obrzmienie i byly
prawie catkowicie pozbawione organelli.

II grupa doswiadczalna

Obserwacje jader SO i PV byly prowadzone w 3 dni po wykonaniu
doswiadczenia. Neurony obydwu badanych jader wykazywaly podobnag
reakcje. W wiekszosci byly to neurony o prawidlowej budowie ultra-
strukturalnej. Charakterystyczng cechg neuronéw sekrecyjnych byt roz-
budowany kompleks Golgiego cytoplazmy okolojgdrowej. W strefie Gol-
giego widoczne byly ziarnistosci neurosekrecyjne, ciala wielopecherzy-
kowe, lizosomy i struktury wilékienkowe cytoskeletonu. RER zajmowata
pozostale obszary cytoplazmy. Pomiedzy jej waskimi kanalami réwno-
miernie pokrytymi rybosomami znajdowala si¢ znaczna ilo$¢ poliryboso-
mow oraz mitochondria, niektére z nich z cechami obrzmienia (ryc. 6 i 7).

3 — Neuropatologia Pol. 2/87
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Ryc. 7. II grupa do$wiadczalna. Jadro nadwzrokowe. Pomiedzy dwoma fragmentami
komorek neurosekrecyjnych (N) widoczna obrzmiala wypustka astrocytarna z wa-
kuolg (V). W neuropilu znaczna ilo§é synaps z obrzmialg aksoplazmg. Pow.
13650 X
Fig. 7. Experimental group II. Supraoptic nucleus. Between two neurosecretory
cells (N) a swollen astrocytic process with vacuole (V) is visible. In the neuropil
a great number of synapses with swollen axoplasm. X 13650

http://rcin.org.pl



Niedokrwienie OUN: jgdra podwzgérza 141

Ryc. 8. II grupa do$wiadczalna. Jadro przykomorowe. Obkurczony neuron typu IIT
0 znacznie zageszczonej cytoplazmie, otoczony obrzmialymi wypustkami astrocytar-
nymi (GL) i synapsami (S) o obrzmiatej aksoplazmie i pojedynczych pecherzykach.
Pow. 13650 X
Fig. 8. Experimental group II. Paraventricular nucleus. A shrunken type III neu-
ron surrounded by swollen astrocytic processes (GL) and synapses (S) with swollen
axoplasm and small number of vesicles. X 13 650
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Poza wyzej opisanymi komérkami w populacji komérek nerwowych SO
i PV nie napotykano innych neuronéw obserwowanych w I grupie do-
swiadczalnej. Sporadycznie tylko zanotowano pojedyncze ciemne neurony
(“dark neurons”) zwykle otoczone obrzmialymi wypustkami astrocytow

(ryc. 8).

OMOWIENIE

W pismiennictwie jest stosunkowo niewiele doniesien dotyczacych
skutkow kroétkotrwalego catkowitego niedokrwienia mézgu szczura. Mie-
dzy innymi Pulsinelli i wsp. 1982 oraz Kirino i wsp. 1984, a takze Peti-
to i Pulsinelli 1984 opisali dos¢ szczegélowo obumieranie neuro-
noéw w sektorze CA; hipokampa u szczuréw. Mechanizm odpowiedzialny
za powstawanie zmian patologicznych w neuronach podczas trwania nie-
dokrwienia oraz w okresie recyrkulacji krwi, doprowadzajgcy do $mierci
neurondéw, nie jest dotychczas w pelni wyjasniony, istnieje natomiast
wiele odnos$nych hipotez. Diemer i Siemkowicz (1980) oraz Choki (1983)
na podstawie badan elektrofizjologicznych i morfologicznych opisali zja-
wisko poniedokrwiennej hiperaktywnosci niektérych neuronéw zaréwno
w hipokampie, jak i w innych strukturach moézgu. Wykazano, ze hiper-
metabolizm neuronéw jest bardziej wyrazony po krotkim niz po diluz-
szym okresie niedokrwienia. Wedlug Siejo (1981) do komoérek tych do-
plywa znaczna ilo$¢ jonéw wapnia. Nadmierne gromadzenie si¢ jonoéw
Ca*" w cytoplazmie komérek nerwowych powoduje hiperaktywnosé neu-
ronéw, ktéra doprowadza do zalamania ich metabolizmu (Meldrum 1981;
Griffiths i wsp. 1982). Wyniki te sg zgodne z badaniami Simona i wsp.
(1984) prowadzonymi na szczurach, w ktérych wykazano, ze gromadze-
nie jonéw wapnia wystepuje nie tylko w neuronach wybiérczo wrazli-
wych na niedokrwienie, ale takze w wielu innych neuronach. Przypusz-
cza sie takze, ze GABA moze odgrywaé¢ wazng role w inhibicji neuronéw.
Hiperaktywno$¢ neuronéw moze spowodowaé wyczerpanie GABA.
GABA-ergiczne neurony sg bardzo wrazliwe na niedokrwienie (Johansen
i wsp. 1983; Pulsinelli 1985). Ostatnio Suzuki i wsp. (1985) zapropono-
wali mechanizm odpowiedzialny za powstawanie poniedokrwiennych
zmian doprowadzajgcych do nieodwracalnego uszkodzenia neuronow. Sto-
sownie do wysunietej przez nich hipotezy niedokrwienie powodowaloby
zwiekszony przeplyw jonoéw wapnia do wybiérczo wrazliwych neuronow,
natomiast recyrkulacja krwi powodowalaby odwrécenie tego procesu. Po
krotkim okresie regeneracji, w czasie ktérego nastepuje prawdopodob-
nie wyczerpanie sie GABA, dochodzi do ponownego wnikania jonéw Ca®*
do neuronéw, co powoduje ich hiperaktywacje i masywne gromadzenie
sie jon6w wapnia w mitochondriach. By¢ moze gromadzacy sie w cyto-
plazmie i w mitochondriach wapn stymuluje je do wzmozonej produkcji
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ATP doprowadzajac do ich niewydolnosci (Nichols 1985) i w ostatecznym
efekcie do dezintegracji neuronow.

W trakcie niedokrwienia i w okresie poniedokrwiennym wystepuje
zaburzenie homeostazy wodno-elektrolitowej, powodujac wzrost osmo-
lalnosci tkanki (Hossmann, Takagi 1976; Bandaranayake i wsp. 1978)
zahamowanie pompy jonowej odpowiedzialnej za procesy energetyczne
(Astrup 1982) i zmiany w przepuszczalnosci blon. Sg to réwniez jedne
z istotnych czynnikéw odpowiedzialnych za pojawianie sie obrzeku
mozgu.

Badany przez nas obszar podwzgérza, a mianowicie jgdro nadwzro-
kowe i jadro przykomorowe, syntetyzuje wazopresyne, hormon antydiu-
retyczny zwigzany z regulacja gospodarki wodno-mineralnej, oprécz ok-
sytocyny i wielu jeszcze neuropeptydow. Morfologiczne obserwacje wy-
kazaly wrazliwos¢ neuronéw SO i PV na 2,5 minutowe niedokrwienie
mozgu szczura. Bezposrednio po recyrkulacji krwi w badanych jadrach
neurosekrecyjnych mozna bylo wyrézni¢ opisane przez nas uprzednio
trzy typy zmian neuronalnych. Pierwszy typ zmian, najczesciej obserwo-
wany, odpowiadal neuronom hiperaktywnym (obfita RER i aparat Gol-
giego, duza ilos¢ ziarnistosci neurosekrecyjnych). Neurony ciemne (dark
neurons) obserwowano w tej grupie sporadycznie. W trzy dni po wyko-
naniu doswiadczenia ultrastruktura wiekszosci neuronéw sekrecyjnych
nie réznila si¢ od kontroli, zmiany byly odwracalne. Natomiast obecne
byly stosunkowo liczne neurony ciemne. Mozna przeto sgdzi¢, ze wsrod
populacji neuronéw o cechach hiperaktywnosci, wystepujgcych w I gru-
pie doswiadczalnej, znajdujg sie komorki ulegajgce nieodwracalnemu
uszkodzeniu, co manifestuje sie obecnoscig neuronéw ciemnych.

Bezposrednio po krotkotrwaltym niedokrwieniu wiele wypustek astro-
cytarnych znajdujgcych sie w poblizu perykarionéw komoérek neurose-
krecyjnych oraz naczyn krwionosnych wykazywalo nieznaczne obrzmie-
nie. W miare uplywu czasu po przebytym niedokrwieniu (3 dni) zmiany
te mialy tendencje do nasilania sie. Nieprawidlowosci w obrazie ultra-
strukturalnym synaps, polegajace na obrzmieniu odcinkéw presynaptycz-
nych i zanikaniu lub koncentracji pecherzykéw synaptycznych, byly ob-
serwowane zaréwno bezposrednio, jak i w 3 dni po recyrkulacji krwi
z rowng czestotliwoscig.

Wyniki przedstawionych badan wskazuja, ze krétkotrwale niedokrwie-
nie mézgowia wywoluje zmiany w neuronach SO i PV podwzgoérza szczu-
ra. Obrazy ultrastrukturalne neuronéw sekrecyjnych podlegaja pewne-
mu zrdéznicowaniu i mozna je podzieli¢c na trzy typy. Zmiany te maja
na og6l charakter czynnosciowy, bowiem po trzech dniach znaczna wiek-
szo$¢ neurondéw nie rézni sie swym obrazem ultrastrukturalnym od ko-
morek neurosekrecyjnych grupy kontrolnej. Nie mniej jednak pozostaje
pewna liczba komorek, ktére ulegly nekrobiozie. Doszlo do niej zapewne
w okresie reperfuzji.
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EFFECT OF SHORT-TERM CEREBRAL ISCHEMIA
ON THE SUPRAOPTIC AND PARAVENTRICULAR
HYPOTHALAMIC NUCLEI OF THE RAT

Summary

The neurons of supraoptic (SO) and paraventricular (PV) nuclei of rats ex-
posed to relatively short (2.5 min) complete cerebral ischemia by cardiac arrest
were studied.

Immediately after blood recirculation three basic types of neuronal changes
were found within the neuronal population of SO and PV nuclei. Type I of neu-
ronal response was most frequent and consisted of RER hypertrophy and abund-
ance of neurosecretory granules, and indicated cells hyperactivity. Type II changes
represented neurons with some swollen mitochondria and dilated Golgi saccules,
only. Type III neurons displayed varying degree of neuronal shrinkage. Three days
after resuscitation majority of the SO and PV neurons was ultrastructurally normal,
howewer, there were some cells which underwent necrobiosis, probably in the
period of reperfusion.

In the SO and PV region many astrocytic processes were swollen and large
part of synapses with swollen axoplasm was devoid of synaptic vesicles or had
not numerous clumped synaptic vesicles. These changes were observed directly
after experiment as well as 3 days after resuscitation.

BJIMSIHUE KPATKOBPEMEHHOWM ITOJIHOM MIIEMUU MO3T'A HA
N. SUPRAOPTICUS 1 N. PARAVENTICULARIS
TUITOTAJIAMYCA KPBICbBI

Pe3ome

Wccnenosanachk yIbTPAaCTPYKTypa HEBPOHOB n. supraopticus (SO) m n. paraventricularis
(PV) y KpsIC C MOJHOM HIIeMHe MO3ra B TeueHHe 2,5 MHHYT KIMHHYECKOH CMEpPTH, BbI3BAHHOM
no merony Kopnauesa m coastopoB (1982).

Cpasy %e 1ocjie PELMpPKYJSIUAE B IOMYJISUAA KCCIeyeMBIX HEBPOHOB OOHApyXeHBI 3 THHA
u3MeHenuii. IlepBblif THI, HOSBISOLIMNCA Haibosiee YacTo, ¢ rEOEpPTPodHEil IMEpPOXOBATOrO
€HIONIa3MATHYECKOTO PETUKYJIYM M OOWIbeM HEBPOCEKPELMOHHBIX T'PaHyJ, CBHIETEILCTBOBAN
0 YBETHYEHHOW aKTHBHOCTH HEHPOCEKPELMOHHBIX HEBPOHOB. BTODOi THI M3MEHEHHH NPOSBIIAICA
HaOyxaHHEM MHUTOXOHIPHEB M PACIIHPEHHBIMH LHcTepHamMu Kommiekca Golgi. K TperbeMy Tumy
TOBPEXIEHUHA OTHOCHIIACH ,,TEMHBIE”’ HEBPOHBI, B Pa3HOi CTeneHd ymeHbIIeHHble. TpH AHsA mocne
peanuMauEu GoNbIIMHCTBO HeBpoHOB SO m PV 6puto HopManbHOE. OJHAKO OCTAOCh Ompe/e-
JIEHHOE KOJIMYECTBO HEKPOOHMOTHYECKHX KIIETOK, BEPOSTHO C NepHOJA penepdy3uu.

B 060HX 3KCepHMeHTaNbHBIX Ipymmnax B sapax SO u PV nabmonanoce HabyxaHme MHOro-
YHC/IEHHBIX ACTPOLMTOB M TAKXKE CHHAINCOB IIOJIHOCTHIO HUIH IOYTH HOJHOCTBIO JIMIICHHBIX CH-
HAaNOTHYECKHX ITy3BIPHKOB.
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AKSONY SEKRECYJNE PRZYSADKI NERWOWEJ SZCZURA
PO REANIMACJI W ZWIAZKU Z INCYDENTEM
SMIERCI KLINICZNEJ

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

Prawidlowa czynno$¢ aksonéw sekrecyjnych przysadki nerwowej ssa-
kow jest zwigzana z przechowywaniem i wydzielaniem do krwi kilku
biologicznie aktywnych peptydéw, w tym przede wszystkim wazopresy-
ny i oksytocyny. Oba te hormony wystepuja w wewngtrzaksonalnych or-
ganellach zwanych pecherzykami sekrecyjnymi lub ziarnistosciami neu-
rosekrecyjnymi (NSG) o srednicy 0,1—0,3 um; NSG sg zarazem najbar-
dziej charakterystycznymi organellami aksonéw sekrecyjnych przysadki
nerwowe]j. Nalezy tutaj wspomnie¢, ze wazopresyna i oksytocyna sg syn-
tetyzowane w odrebnych neurocytach jgdra nadwzrokowego i jadra przy-
komoérkowego podwzgorza, skgd oba te hormony sg nastepnie transporto-
wane (glownie w postaci NSG) do przysadki nerwowej odrebnymi akso-
nami sekrecyjnymi (Swaab i wsp. 1975; Vandesande, Dierickx 1975,
1976). Zatem w zjawisku syntezy, transportu i wydzielania do krwi obu
wspomnianych hormonéw przysadki nerwowej uczestniczag dwie popula-
cje wyzej wymienionych neuronéw sekrecyjnych; neurony te stanowig
tak pod wzgledem anatomicznym, jak i fizjologicznym istote neurosekre-
cyjnego ukladu podwzgérzowo-przysadkowego.

Ze wzgledu na to, ze czynnos¢ aksonow sekrecyjnych przysadki ner-
wowej ssakow jest zwigzana z zabezpieczaniem prawidlowego przebiegu
podstawowych proceséw fizjologicznych organizmu (np. utrzymywanie
homeostazy wodno-elektrolitowej), patologicznie lub doswiadczalnie wy-
wolane zmiany w aksonach, o ktérych mowa, mogg wtérnie prowadzi¢
do powaznych zaburzen czynnosciowych organizmu o zasiegu ogélnoustro-
jowym.

Przedmiotem obecnej pracy jest proba scharakteryzowania ultrastruk-
turalnej organizacji aksonéw sekrecyjnych przysadki nerwowej szczu-
réw, ktére przezyly incydent $mierci klinicznej sprowokowany doswiad-
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czalnym zatrzymaniem akcji serca i czynnosci oddechowej; zgodnie z po-
ziomem wspolczesnej wiedzy biologiczno-medycznej taki incydent powi-
nien wywola¢ m.in. zjawisko niedokrwienia osrodkowego ukladu nerwo-
wego. Zagadnienie incydentu $mierci klinicznej zwigzanej z niedokrwic-
niem i ultrastruktura aksonéw sekrecyjnych przysadki nerwowej szczu-
ra stanowig zatem przedmiot niniejszej pracy.

Pomimo bogatej literatury na temat niedokrwiennych i poniedo-
krwiennych zmian ultrastrukturalnych w réznych obszarach osrodkowego
ukladu nerwowego u réznych przedstawicieli ssakéw poddawanych roz-
maitym eksperymentom, dane dotyczgce organizacji neurosekrecyjnego
ukladu podwzgoérzowo-przysadkowego (w sklad ktérego wchodzg i spra-
wuja czynnos¢ wykonawczg aksony sekrecyjne przysadki nerwowej) nie
sg wystarczajgce. Tylko w jednej pracy opisano ultrastrukturalng orga-
nizacje tego ukladu neurosekrecyjnego u chomika mongolskiego, u kto-
rego wywolywano 10-minutowe niedokrwienie moézgowia poprzez pod-
wigzanie tetnic wspoélnych szyjnych (Loesch 1983a, b).

MATERIAL I METODY

Badania wykonano na 12 szczurach szczepu Wistar, samcach o ma-
sie ciala 160—180 g, pochodzgcych z normalnych warunkéw hodowla-
nych. U 10 szczuréw sprowokowano $mieré¢ kliniczg wedlug metody Kor-
paczewa i wsp. (1982). W skrocie, metoda ta polega na wprowadzeniu
w narkozie eterowej do klatki piersiowej po prawej stronie mostka
zwierzecia haczykowato wyprofilowanej igly i nastepnie na ucisnieciu tg
iglg peczka naczyniowego serca. Zabieg taki nie pocigga za soba koniecz-
nosci otwarcia klatki piersiowej, wymaga jedynie wykonania okolo 1—2
cm dlugosci nacigcia skory wzdluz mostka. W obecnej pracy ucisk na
peczek naczyniowy serca trwal 2,5 min w kazdym przypadku. Prowa-
dzil on do ustania akcji serca, zatrzymania krgzenia krwi i zaniku czyn-
nosci oddechowej. Wedlug Mossakowskiego i wsp. (1986) juz po kilku-
nastu sekundach od chwili ustania akcji serca i czynno$ci oddechowej
dochodzi w tych warunkach do$wiadczalnych do $mierci klinicznej szczu-
ra, co objawia sie zanikiem czynnosci bioelektrycznej mézgu. Po 2,5 min
zwalniano ucisk, wyjmowano igle, a nastepnie stosowano krétkotrwaty
zewnetrzny masaz serca poprzez kilkakrotne uderzenie palcem w klatke
piersiowa zwierzecia. Wszystkie te czynnoséci prowadzily do niemal na-
tychmiastowego przywrocenia akcji serca oraz czynnosci oddechowej. Na-
lezy tutaj wspomnieé, iz w omawianym modelu do$wiadczalnym okres
2,5 min byt krytycznym dla utrzymania zwierzat przy zyciu po reanima-
cji. Zastosowanie tego samego ucisku iglowego przez okres 3 min unie-
mozliwialo w omawianych warunkach doswiadczalnych przywroécenie ak-
cji serca i czynnosci oddechowej, co w konsekwencji prowadzilo do
$mierci zwierzat. Organizacje ultrastrukturalng aksonéw sekrecyjnych
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przysadki nerwowej szczuré6w badano: a) bezposrednio po reanimacji
w chwili pojawienia si¢ akcji serca i czynnosci oddechowej (5 zwierzat),
i b) 3 dni po reanimacji (5 zwierzat); w tym przypadku, po wykonanym
doswiadczeniu, zaszywano naciecie skéry na klatce piersiowej zwierze-
cia. Kontrole obecnych badan stanowily 2 szczury, ktére nie byly podda-
ne zadnym zabiegom. We wszystkich przypadkach, przysadke nerwowg
szczur6w pobierano po ich dekapitacji i utrwalano w 2,5% aldehydzie
glutarowym, dotrwalano 1%/ czterotlenkiem osmu, odwadniano w alko-
holu etylowym i zatapiano w Eponie. Ultracienkie skrawki kontrastowa-
no octanem uranylu i cytrynianem olowiu, a nastepnie badano je i foto-
grafowano w mikroskopie elektronowym JEM-7A.

WYNIKI

Szczury kontrolne. Prawidlowa organizacja ultrastrukturalna akso-
now sekrecyjnych przysadki nerwowej szczura zostala podana juz ponad
20 lat temu (Palay 1955, 1957). Dlatego tez dokumentacja dotyczaca pra-
widlowej organizacji aksondéw sekrecyjnych przysa.dki nerwowej Sszczu-
ra kontrolnego zostala w obecnej pracy ograniczona do niezbednego mi-
nimum. Zatem, sposréd 240 obserwowanych profili aksondéw pochodza-
cych z roéznych obszaréw przysadki nerwowej, zdecydowana wigkszos¢
(ok. 82%) charakteryzowala sie obfitg zawartoscig NSG; profile te réw-
niez wykazywaly obecno$¢ mikropecherzykéw i mitochondriéw (ryc. 1).
Pozostale profile posiadaly przede wszystkim mikrotubule.

Szczury badane bezposrednio po przebytym incydencie $mierci kli-
nicznej. Podobnie jak u zwierzat kontrolnych wiekszo$é obserwowanych
profili aksonéw sekrecyjnych (698 profili objeto badaniami) zawierata
liczne NSG (ryc. 2). Jednak w poréwnaniu ze zwierzetami kontrolnymi
profile te wystepowaly w przysadce w mniejszej proporcji (ok. 76%s). Po-
zostale aksony, wystepujgce w mniejszosci, wykazywaly cechy ultrastruk-
turalne nie notowane u zwierzat kontrolnych. Obserwowano mianowicie
profile aksonéw, w ktorych dominowaty mikropecherzyki, obrzmiate mi-
tochondria, wakuole, polimorficzne pecherzyki lub tubularne struktury
gladkiej siateczki aksoplazmatycznej (ryc. 3). Niektére aksony, a szcze-
golnie ich zakonczenia przylegajace do $cian naczyn krwionosnych, wy-
kazywaly wyrazne cechy obrzeku i charakteryzowaly sie elektronowo-
-przezierng aksoplazmg oraz ubogoscig NSG (ryc. 4, 5). Cechg charaktery-
styczng wszystkich omawianych aksonéw sekrecyjnych byla obecnosc
obrzmialych mitochondriéw.

Obok zmian aksonalnych obserwowano réwniez zmiany naczyniowe
w postaci obrzeku okolonaczyniowego pokladu warstwy srédmigzszowej
oraz wewnatrznaczyniowej obecnosci leukocytéw (ryc. 4, 5, 6).

http://rcin.org.pl



150 A. Loesch

Ryc. 1. Szczur kontrolny. Aksony obfitujace w ziarnistosci neurosekrecyjne (nsg);

widoczne sg rowniez mikropecherzyki (strzatki) i neurotubule. Pow. 150060 >

Fig. 1. Control rat. Axon profiles contain numerous neurosecretory granules (nsg);
neurotubules and microvesicles (arrows) can also be seen. X 15000

Ryc. 2. Szczur bezposrednio po reanimacji. Wiekszo$¢é profili aksonéw zawiera licz-
ne ziarnistosci neurosekrecyjne. Widoczne sg obrzmiale mitochondria (strzatki). P —
pituicyt. Pow. 7000 X

Fig. 2. Rat directly after resuscitation. Most of the axon profiles display numerous
neurosecretory granules. Note swollen mitochondria (arrows). P — pituicyte,
X 7000

Ryc. 3. Szczur bezposrednio po reanimacji. Zroznicowanie ultrastrukturalne profili
aksondéw (Ax;—AXg). Obrzmiale mitochondria w Ax;, wakuole w Ax,; obfito$¢ mi-
kropecherzykow w Axs;, skgpa ilo$é ziarnisto$ci neurosekrecyjnych w Ax,, pleomor-
ficzne pecherzyki, proliferujgca gladka siateczka aksoplazmatyczna i figura mieli-
nowa w AXs, liczne ziarnisto$ci neurosekrecyjne w Axy. P — pituicyt. Pow.
12 000 X
Fig. 3. Rat directly after resuscitation. Diverse ultrastructural pictures of the axon
profiles (Ax;—AxXg). Swollen mitochondria in Ax;, some vacuoles in AX,;, abundance
of microvesicles in Axj scarcity of neurosecretory granules in Ax,, pleomorphic
vesicles, proliferation of axoplasmic reticulum and one myelin figure in Ax;,
numerous neurosecretory granules in Axg. P — pituicyte. X 12000



Niedokrwienie OUN: neurohypophysis




A. Loesch

152




Niedokrwienie OUN: neurohypophysis 153

Ryc. 6. Szczur bezposrednio po reanimacji. W $wietle naczynia widoczny leukocyt
(Leu). Pe — pericyt. Pow. 4000 X

Fig. 6. Rat directly after resusciation. Note the presence of leukocyte (Leu) in the
blood vessel lumen. Pe — pericyte. X 4000

Szczury badane 3 dni po przebytym incydencie $mierci klinicznej.
Na podstawie badan 664 profili aksonéw przysadki nerwowej zaobserwo-
wano nasilanie sie niektérych zmian w poréwnaniu z poprzednig grupg
zwierzat. Niemniej jednak, ilos¢ aksonéw obfitujagcych w NSG utrzymy-
wala si¢ na podobnym poziomie (ok. 74%), co w grupie poprzedniej. Na-
tomiast pojawilo sie tutaj znacznie wiecej profili (ok. 11%) ubogich
w NSG lub nawet nie wykazujgcych obecnosci tych organelli cytoplazma-

Ryc. 4. Szczur bezpoérednio po reanimacji. Okolonaczyniowy obrzek warstwy $réd-
migzszowej (Int). Widoczne réwniez obrzmiale zakonczenie aksonalne (Ax). Bv —
swiatlo naczynia krwiono$nego. Pow. 7000 X
Fig. 4. Rat directly after resuscitation. Note swelling of perivascular interstitium
(Int). A swollen axon terminal (Ax) is also seen, Bv — lumen of blood vessel.
X 7000

Ryc. 5. Szczur bezposrednio po reanimacji. Dwa obrzmiale zakorniczenia aksonalne
(Ax) przylegaja do $ciany naczynia krwiono$nego (Bv). W naczyniu widoczny jest
leukocyt. Pow. 5000 X
Fig. 5. Rat directly after resuscitation. Two swollen axon terminals (Ax) are close
to the blood vessel (Bv). Note the presence of leukocyte in the vessel lumen.
X 5000
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tycznych (ryc. 7, 8). Pozostate profile aksonéw, obserwowane w réznych
obszarach przysadki nerwowej, charakteryzowaly sie obfitoscia mikro-
pecherzykéw i obrzmiatych mitochondriow, proliferujgcej gladkiej sia-
teczki aksoplazmatycznej lub obecnoscia wakuol (ryc. 8, 9, 10). Powyz-
sze zmiany byly zatem podobne do uprzednio opisanych, z tg tylko réz-
nicg, ze obejmowaly one nieco wieksza niz bezposrednio po incydencie
Smierci klinicznej, grupe aksonow.

Przysadka nerwowa szczuréw 3 dni po przebytym incydencie $mier-
ci klinicznej charakteryzowala sie réwniez zmianami okolonaczyniowy-
mi. W tym przypadku zmiany te wyrazaly sie obfitg obecnoscig drobno-
wibkienkowego materialu w pokladzie warstwy srodmigzszowej niekto-
rych naczyn krwionosnych (ryc. 10).

Ryc. 9. Szczur z 3-dniowym przezyciem po przebytej $mierci klinicznej. W aksonie

Ax; tubularna formacja gladkiej siateczki aksoplazmatycznej, widoczne réwniez

wakuole. W aksonie Ax, widoczne mikropecherzyki, obrzmiate mitochondria i duza
wakuola. Pow. 10000 X

Fig. 9. Rat, 3 days survival after resuscitation. In Ax; axon microtubules and some

vacuoles, in. Ax; axon abundance of microvesicles, swollen mitochondria and one
vacuole. X 10000

Ryc. 7. Szczur z 3-dniowym przezyciem po przebytej $mierci klinicznej. Widoczne
obrzmiale aksony, ubogie w ziarnistosci neurosekrecyjne (gwiazdki). Pow. 4000 X
Fig. 7. Rat, 3 days survival to clinical death. Swollen axon profiles (asterisks)
with scarce neurosecretory granules. X 4000
Ryc. 8. Szczur z 3-dniowym przezyciem po przebytej $mierci klinicznej. W profilu
obrzmialego aksonu widoczna znacznych rozmiaréw wakuola (gwiazdka). Profil ten
zawiera tylko kilka ziarnisto$ci neurosekrecyjnych. Pow. 11 000 X
Fig. 8. Rat, 3 days survival to clinical death. Swollen axon profile exhibits vacuole
(asterisk). In the axon profile only few neurosecretory granules are seen. X 11 000
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Ryc. 10. Szczur z 3-dniowym przezyciem po przebytej $mierci klinicznej. Aksony

(strzatki) przylegajace do S$ciany naczynia krwiono$nego (Bv) sg ubogie w ziarni-

stosci neurosekrecyjne, natomiast posiadajg mikropecherzyki, obrzmiate mitochon-

dria lub wakuole. W warstwie $rédmigzszowej (Int) obfito§é drobnowldkienkowego
materialu, P — pituicyt. Pow. 7000 X

Fig. 10, Rat, 3 days survival after resuscitation. The axon profiles (arrows) lying

at the perivascular area are free of neurosecretory granules and display the pre-

sence of microvesicles, swollen mitochondria or some vacuoles. In the interstitium
(Int) fine fibrillar material. Bv — blood vessel, P — pituicyte. X 7000

OMOWIENIE

Wyniki przedstawionych badan wskazuja na powstawanie zmian ul-
trastrukturalnych w aksonach sekrecyjnych przysadki nerwowej szczu-
ra po przebytym incydencie $mierci klinicznej wywolanej calkowitym
zatrzymaniem akcji serca, krazenia krwi i czynnosci oddechowej. Zmia-
ny zaobserwowano zaréwno bezposrednio po incydencie $mierci klinicz-
nej (bezposrednio po dokonanej reanimacji), jak tez 3 dni po tym incy-
dencie. Wyniki obecnej pracy umozliwiajg zatem postawienie kilku istot-
nych pytan dotyczacych zachowania sie neurosekrecyjnego ukladu pod-
wzgoérzowo-przysadkowego w warunkach $mierci klinicznej (umownie
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zwanej tutaj niedokrwieniem) oraz w okresie poreanimacyjnym (umownie
zwanym tutaj poniedokrwiennym), a mianowicie:

1) czy zaobserwowane zmiany aksonalne sg wyrazem bezposredniej reak-
cji ukladu neurosekrecyjnego na zatrzymanie krazenia krwi, czy tez od-
zwierciedlajg one pewne ogélne procesy fizjologiczne charakterystyczne
dla niedokrwionego osrodkowego ukladu nerwowego?

2) jezeli zmiany aksonalne wystepujg rowniez po pewnym okresie cza-
su od incydentu $mierci klinicznej (po 3 dniach od chwili reanimacji),
a nawet ulegaja nasileniu, to czy te poniedokrwienne zmiany odzwier-
ciedlaja pewne procesy zwyrodnieniowe (,,dojrzewanie procesu patolo-
gicznego”, Mossakowski i wsp. 1986), czy tez sg one zwigzane z odnowg
biologiczng aksonéw sekrecyjnych zmierzajgcg do przywrécenia im pra-
widlowej czynnosci sekrecyjnej.

Wiadomo, zZe niedokrwienie czy niedotlenienie osrodkowego ukladu
nerwowego ssakow powoduje liczne zmiany fizjologiczne, biochemiczne
i morfologiczne zaréwno w komponencie nerwowym, jak i glejowym
(Bakay, Lee 1968; Yu i wsp. 1972a, b; Hossmann i wsp. 1973; Hossmann,
Zimmermann 1974; Klatzo 1975, 1985). Stad tez duze zainteresowanie
klinicystow wplywem incydentu niedokrwienia (w tym przypadku smier-
ci klinicznej) i rozwojem zmian poniedokrwiennych na czynnos$é¢ tkanki
nerwowe]j, a szczegblnie tych jej obszaréow, ktoére sg zwigzane z wysoko
wyspecjalizowanymi czynnosciami osrodkowego ukladu nerwowego. Jest
zjawiskiem znamiennym, ze wlasnie takie obszary moézgowia (np. kora
mozgu), ktére majg udzial w rozwoju wyzszych czynnosci nerwowych, sa
jednoczesnie najbardziej wrazliwe na wplyw czynnikéw niedokrwiennych.

Wiadomym jest, ze w badanym modelu $mierci klinicznej prowadza-
cej do niedokrwienia OUN juz po 10—15 sekundach od momentu usta-
nia akcji serca i oddechu zanika czynnos¢ bioelektryczna mézgu, co wy-
raza sie wystgpieniem linii izoelektrycznej w zapisie elektrokortykogra-
ficznym (Mossakowski i wsp. 1986). Powrét czynnosci bioelektrycznej
moézgu uzalezniony jest od czasu, jaki uplynal od momentu zaniku ak-
cji serca i oddechu, do chwili podjecia niezbednych czynnosci reanima-
cyjnych (Mossakowski i wsp. 1986).

W doswiadczalnym modelu niedokrwienia, o ktérym mowa w obec-
nej pracy, zmianami morfologicznymi moga w sposéb wybiérczy byé
objete prawie wszystkie zasadnicze formacje moézgowia (Mossakowski
i wsp. 1986). Fakt istnienia zlozonych polaczen wstepujacych i zstepu-
jacych jadra nadwzrokowego oraz jadra przykomorowego (oba jadra
dajg poczgtek ukladowi podwzgdérzowo-przysadkowemu) z innymi obsza-
rami moézgu czyni malo prawdopodobnym by w zastosowanych warun-
kach doéwiadczalnych tkanka nerwowa podwzgérza nie znajdowala sig
pod wplywem zmienionej fizjologii innych obszaréw niedokrwionego méz-
gowia. Zapewne réwniez samo podwzgoérze ma pewien wplyw na funk-
cje tych obszaré6w osrodkowego ukladu nerwowego, do ktérych daje ono
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projekcje. Zatem mozna przyjaé, ze zaobserwowane zmiany ultrastruk-
turalne w aksonach sekrecyjnych przysadki nerwowej szczura wspél-
uczestniczg w og6lnej (chociaz najprawdopodobniej zréznicowanej) odpo-
wiedzi osrodkowego ukiadu nerowowego na niedokrwienie i niedotlenie-
nie wywolane incydentem $mierci klinicznej zwierzecia.

Bezposrednio po incydencie $mierci klinicznej, w jadrze nadwzroko-
wym i jadrze przykomorowym szczura dominujg perykariony obfitujg-
ce w NSG; m.in. dlatego wnioskuje si¢ o hiperaktywnosci neuronéw se-
krecyjnych podwzgérza (Gajkowska 1987). Termin ,hiperaktywnosci”
stosuje si¢ do okreslenia wzmozonych czynnosci fizjologicznych komorki.
W przytoczonym przypadku trudno jest sprecyzowac¢ czy chodzi tutaj
o zjawisko wzmozonej czynnosci neurondw prowadzgce do: a) intensyw-
nej syntezy materialu neurosekrecyjnego w perykarionach, b) zwiekszo-
nego wydzielania do krwi materialu sekrecyjnego zawartego w aksonach
przysadki nerwowej i wreszcie c) czy chodzi tutaj o oba te procesy jed-
noczesnie. Mimo uzycia terminu ,hiperaktywnos¢” bezposrednie odpo-
wiedzi na te pytania nie sg tutaj mozliwe. Wynika to z braku dodatko-
wych badan fizjologicznych czy immunocytochemicznych, umozliwiajg-
cych przypisanie odpowiednich zmian ultrastrukturalnych okreslonym
neuronom sekrecyjnym podwzgérza, jak roéwniez oznaczenia poziomu
odpowiednich hormonéw przysadkowych we krwi, w szczegélnosci po-
ziomu wazopresyny i oksytocyny. Pomimo tych zasadniczych zastrzezen,
wyniki przedstawionych badan nad aksonami sekrecyjnymi przysadki
nerwowej mozna do pewnego stopnia korelowaé¢ z zachowaniem sie¢ pery-
karionéw sekrecyjnych jadra nadwzrokowego i jadra przykomorowego
podwzgorza, skad aksony sie wywodza. Stwierdzony zatem przez Gaj-
kowskg (1987) fakt znamiennego gromadzenia NSG w licznych peryka-
rionach neuronéw sekrecyjnych podwzgoérza bezposrednio po incydencie
$mierci klinicznej oraz dominacja w przysadce nerwowej aksonéw obfitu-
jacych w NSG sg istotne w niniejszych rozwazaniach. Powyzsze obserwa-
cje pozwalaja bowiem wnioskowa¢ o zaburzeniu przeplywu aksonalnego
NSG z podwzgoérza do przysadki nerwowej oraz o ograniczeniu wydzie-
lania do krwi hormonéw przysadkowych, co ma miejsce bezposrednio po
incydencie $mierci klinicznej zwierzecia. Najprawdopodobniej mamy tu
zatem do czynienia nie ze zjawiskiem ,hiperaktywnosci” neuronéw, ale
przede wszystkim z obnizeniem ich czynnosci wydzielniczych, co moze
wynikaé z wyczerpania sie zapasOw energetycznych w poszczeg6lnych
neuronach.

Z drugiej jednak strony, niektére perykariony neuronow sekrecyj-
nych w podwzgoérzu (Gajkowska 1987) oraz niektére aksony w przysad-
ce nerwowej charakteryzuja sie m.in. ubogoscia lub nawet brakiem
NSG. Dotyczy to zwierzat badanych tak bezposrednio po incydencie
$mierci klinicznej, jak i po uplywie 3 dni. Spostrzezenia te mogg wska-
zywaé¢ na istotny udzial wlasnie tej populacji neuronéw sekrecyjnych
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(ubogich w NSG) w zjawisku wzmozonego wydzielania hormonéw przy-
sadkowych w omawianych warunkach doswiadczalnych. Przytoczone do-
tychczas obserwacje $wiadcza jednoznacznie o zréznicowanej wrazliwosci
neuronéw sekrecyjnych na zaistniale warunki niedokrwienia osrodkowego
ukladu nerwowego. W odniesieniu do przysadki nerwowej nalezy jednak
podkresli¢, ze aksony sekrecyjne, wykazujgce cechy charakterystyczne
dla wzmozonego wydzielania hormonéw, wystepuja w zdecydowanej
mniejszosci. Aksony te cechowaly sie obrzmieniem badz tez zawieraly
liczne mikropecherzyki, wakuole lub proliferujgca gladks siateczka akso-
plazmatyczng. Wymienione cechy ultrastrukturalne moga przemawiaé za
tym, ze wlasnie te aksony przebyly faze wzmozonej czynnosci sekrecyj-
nej, co w konsekwencji moglo doprowadzi¢ do ich uszkodzenia. Jest bar-
dzo prawdopodobne, iz mamy tu do czynienia ze zjawiskiem tzw. ,cyk-
licznego zwyrodnienia” aksonéw, ktore wedlug Dellmanna (1973) jest
przede wszystkim wyrazem wzmozonych proceséw sekrecyjnych, a nie
proceséw prowadzacych do nieodwracalnych zmian zwyrodnieniowych.
W odniesieniu do obecnej pracy za takim poglgdem przemawia fakt bra-
ku aksonéw o wyraznych cechach zaburzenia struktury.

Niemniej jednak niektére zmiany aksonalne obserwowane u zwierzat
doswiadczalnych sg charakterystyczne dla niedokrwienia. Wyrazaja sie
one znacznym obrzmieniem mitochondriéw; dotyczy to ogélu obserwo-
wanych aksonéw bez wzgledu na to czy zawieraly one NSG, czy tez nie.
Zmiany naczyniowe i okolonaczynione mozna réwniez wigza¢ ze zja-
wiskiem niedokrwienia.

Jest znamienne, ze zmiany ultrastrukturalne aksonéw sekrecyjnych
przysadki nerwowej u szczuréw obserwowane zaréwno bezposrednio po
incydencie $mierci klinicznej, jak i po uplywie 3 dni, s ubogie w po-
réwnaniu do zmian aksonalnych obserwowanych u chomika mongolskie-
go po 10-minutowym niedokrwieniu mozgowia wywolanym podwiagza-
niem tetnic szyjnych wspélnych (Loesch 1983b). Nalezy podkresli¢ jed-
nak, iz podwigzanie tetnic szyjnych nie prowadzilo do zatrzymania akcji
serca, jak czynnosci oddechowej. Wydaje sie przeto, ze zachowanie lub
brak czynnosci oddechowej podczas kréotkotrwalego niedokrwienia nie ma
istotnego wplywu na pojawienie sie¢ zmian ultrastrukturalnych neuro-
sekrecyjnego ukladu podwzgoérzowo-przysadkowego ssakéw. Natomiast
wplyw czynnosci oddechowej na ten uklad ma istotne znaczenie w sze-
regu innych modeli doswiadczalnych, chociazby u krélikéw poddanych
dzialaniu wysokiej temperatury otoczenia (Gajkowska i wsp. 1985; Loesch
i wsp. 1985; Loesch 1986).

Podsumowujgc powyzsze rozwazania nalezy stwierdzi¢, ze w omawia-
nych warunkach doswiadczalnych-zaobserwowane zmiany dotycza sto-
sunkowo matlej populacji aksonéw. Zmiany te wydajg sie prowadzi¢ do
odnowy biologicznej aksonéw prawdopodobnie w zwigzku z ich wzmozo-
ng czynnoscig sekrecyjng. Organizacja ultrastrukturalna wiekszosci akso-
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néw przysadki nerwowej szczuréw tak bezposrednio po incydencie $mier-
ci klinicznej, jak i 3 dni po tym incydencie nie réznila sie (z wyjatkiem
mitochondriéw) od organizacji aksonéw szczuréw kontrolnych. Obserwa-
cje te moga wiec wskazywa¢ na utrzymywanie sie¢ w normie, a nawet
na hamowanie wydzielania hormonéw przysadkowych po incydencie
$mierci klinicznej zwierzecia. Na korzys¢ takiej hipotezy przemawia réow-
niez charakterystyczne zachowanie sie w omawianych warunkach do-
Swiadezalnych przysadkowych komoérek glejopodobnych — pituicytéw
(obserwacje wlasne niepublikowane). Organizacja pituicytéow i ich inter-
akcja z aksonami sekrecyjnymi przysadki nerwowej szczura po incyden-
cie $mierci klinicznej jest przedmiotem odrebnego opracowania.

Autor pragnie serdecznie podziekowa¢ Panu Stawomirowi Januszewskiemu za
wprowadzenie w zagadnienia techniczne zwigzane z wykonaniem doswiadczenia opi-
sanego w niniejszej pracy, jak réwniez za wykonanie do§wiadczen pokazowych.

ULTRASTRUCTURE OF NEUROHYPOPHYSIAL AXONS OF THE RAT
AFTER REANIMATION IN CONNECTION WITH EXPERIMENTALLY
INDUCED CLINICAL DEATH

Summary

This work has been done to elucidate ischemic and postischemic changes ap-
pearing in the neurohypophysis of a rat which underwent the incident of clinical
death. The incident was experimentally induced by compression of the vascular
bundle of the heart for 2.5 min according to the method described by Korpaczew
et al. (1982). The ultrastructural organization of the neurohypophysial axons was
investigated directly after resuscitation and 3 days after the incident.

Directly after resuscitation the majority of the neurohypophysial axon profiles
"displayed an abundance of neurosecretory granules, therefore, these profiles did
not differ from those of controls. About 10% of the examined profiles showed scarce
neurosecretory granules. Some of these profiles contained either numerous micro-
vesicles, vacuoles or proliferating axoplasmic reticulum. It is suggested that only
this small population of axons was involved in some processes that could lead to
an increased release of the neurohypophysial hormone/s. At the same time, diverse
ultrastructural pictures of the axons seem to express some degenerative and re-
generative changes (“cyclic degeneration”). It is striking, that as time elapsed from
the moment of resuscitation, there were more axon profiles displaying signs of
cyclic degeneration. The general features of neurohypophysial axons of the rat 3
days after resuscitation suggest inhibition or restriction of release of the neuro-
hypophysial hormones; this probably is connected with some disturbances of axon-
al flow of neurosecretory material.

A common feature of all axon profiles observed both directly and 3 days
after resuscitation of the rat was mitochondrial swelling. This may strongly suggest
some modifications of metabolic processes in the neurohypophysial axons under
the ischemic and postischemic conditions, described in this paper.
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CEKPELIMOHHBIE AKCOHbI HEPBHOW YACTU I'MITO®M3A KPLICHI
IIOCJIE PEAHUMALIUA B CBSA3SU C UMHUUAEHTOM KJIMHUYECKOW CMEPTU

Pe3ome

UccnenoBanacek yabTpacTpyKTypa aKCOHOB HEPBHOM YacTH runodm3a Kphic, ¥ KOTOPHIX Oblna
BbI3BaHA HA 2,5 MHHYTHI 3a[IepKKa LAPKYISAUEA KPOBH 1o Merony KopmayeBa u coaBTopos (1982).
HenocpencTBeHHO mocie peaHUMAUAM GOJBIIMHCTBO akcOHOB (0koo 75%), KpoMe HaOyxXaHus
MHUTOXOHJPHEB, HE OTJIMYAJIOCh OT KOHTPOJIBHBIX. B MecTto 3TOro, B okoino 10% akcoHOB ObLIO
0OHapyXeHO HeGONBIIOE KOJHYECTBO HEHPOCEKPELMOHHBIX I'PAHY/ WA MHOTOYHCIICHHBIE MHKDO-
0y3slpbKH, BaKyolnH MM nposmdepupyromee eHIOMIa3MaTHIECKOe peTHKynayMm. Kaxercs, 4To
3T0 HeOONBIIOE KOIAYECTBO AKCOHOB MOIJIO YYaCTBOBATh B YCHJICHHBIX CEKPETOPHBIX MpOIEccax
HEPBHOI yacTy runodu3a. V KpeiC ¢ 3-IHEBHBIM NPOXHTHEM IIOC/IC PEAHHMALHH YBEIMYHBAIIOCH
KOJIMYE€CTBO AKCOHOB C CAMITOMAaMH pereHepalnuyd. BeposSTHO, B 3TOM NEPHOJE NPOLECC CEKPELH
runo¢Hu3apHeIX TOPMOHOB MPHTOPMOXKEHHBIH. BO BCeX aKCOHAX, HE 3aBHCHMO OT POJA H3MEHEHHH,
6bin HabyxaHHBIE WM @K€ BBIPA3UTENLHO MOBPEKICHHBIE MATOXOHAPHSA. DTO MO3BOJISET Ipe/-
[0J1araTh, YTO KaK HEMOCPEACTBEHHO IIOCIIC PEAHAMALIMH, TaK B 3 OHSA NOCIE KIIMHAYECKO!X CMEPTH.
B CEKPELMOHHBIX AKCOHAX HEPBHOM YacTH THIO(H3a MOABIAIOTCA MeTaboIM4YecKHe H3MEHEHHd,
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LECH IWANOWSKI

BADANIA ULTRASTRUKTURY WLOSNICZEK MOZGU KROLIKA
W OKRESIE OKOLOPORODOWYM

Pracownia Neuropatologii Rozwojowej, Centrum Medycyny Dos$wiadczalnej
i Klinicznej PAN, Warszawa

Celem pracy bylo przebadanie zmian zachodzgcych w budowie wlosni-
czek moézgu krolika w ostatnich pieciu dniach zycia plodowego. Badania
dotyczyly zaréwno ultrastruktury wlosniczek, jak i ksztaltowania sie ba-
riery krew—mozg dla peroksydazy chrzanowej, zwlaszcza we wlosnicz-
kach splotu naczynidéwki.

MATERIAL I METODY

Przebadano mozgi 3 ptodéow kroéliczych w 25 dniu rozwoju i 16 no-
worodkéw kréliczych w pierwszym dniu zycia. Plody byly wydobywane
drogg cigcia cesarskiego w uspieniu nembutalowym. Wszystkie zwierze-
ta w uspieniu perfundowano do tuku aorty metodg Karnowsky’ego w mo-
dyfikacji Gabryela (1973) i Topitki (1970). Jeden ptéd i 2 noworodki kro-
licze na 5 minut przed perfuzjg otrzymaly dosercowo 20 mg peroksyda-
zy chrzanowej (Sigma II) w roztworze 0,5 ml soli fizjologicznej. Dalsze
postepowanie bylo rutynowe. Wycinki pobierane z kory mozgu, spoidla
wielkiego, pnia moézgu i splotu naczyniéwki zatapiano w Eponie 812,
skrawano na mikrotomie LKB i oceniano w mikroskopie elektronowym
Tesla 500 BS.

WYNIKI

Plody w 25 dniu rozwoju

Przekroje poprzeczne przez wlosniczki przebiegaly przewaznie przez
perykariony komoérek s$rédblonka. Dawalo to gwiazdzisty ksztalt swiatla
wskutek wpuklania sie komoérek do $wiatla naczynia (ryc. 1). Komorki
srédblonka niejednokrotnie przylegaly odcinkowo do siebie tworzac po-
zornie dodatkowe kanaly $wiatla. Komérki srédblonka tworzyly tez wy-
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Ryc. 1. Wloéniczka kory moézgowej krélika w 25 dniu rozwoju. Komorki srodbion-
ka o wrebiastych jadrach wpuklajg sie do $wiatla naczynia (L). Odcinkowo przy-
legajac do siebie tworza pozornie dodatkowe kanaly $wiatla (strzatki). Wyksztalco-
ne zlacza na caltej dlugos$ci wypelnia gesty elektronooptycznie materiat (grot strzai-
ki). Obecne nieliczne mikrokosmki. Blona podstawna bardzo waska. Pow. 8 000 X
Fig. 1. Capillary of cerebral cortex. Rabbit foetus on 25th day of embryonal life.
Endothelial cells with indented nuclei protruding into lumen (L). Their partial con-
tact apparently forms pseudo-lumina (arrows). Terminal bars are filled along
the whole length with dense material (arrow head). Several microvilli are present.

Basement membrane very narrow. X 8000

Ryc. 2. Krolik, 25 dzien rozwoju plodowego. Wlo$niczka w pniu moézgu. Znacznik

obecny w $wietle naczynia, na powierzchni blony plazmatycznej oraz zamkniety

w pecherzykach cytoplazmy w poblizu §wiatla naczynia (strzalki). W szczelinie mie-

dzy komorkami znacznik jest blokowany przez zlgcza S$ciste (grot strzalki). HRP.
Pow. 9000 X

Fig. 2. Rabbit, 25th day of fetal development. Brain stem capillary. HRP in vessel
lumen surface of plasmatic membrane and in cytoplasmic vesicles in the neigh-
bourhood of vessel lumen (arrows) is seen. In intercellular cleft HRP is stopped

by tight junction (arrow head). HRP. X 9000

Ryc. 3. Wloéniczka kory mézgu noworodka krélika w 1 dniu zycia. Wpuklajgce
sie do $wiatla naczynia czeéci perikarialne komoérek $rodblonka nie stykaja sie,
tworza one na przekroju zatoki (strzalki). Widoczne sg pecherzyki pinocytarne.
Pow. 8000 X
Fig. 3. Capillary of cerebral cortex of newborn rabbit on the first day of life.
Perikaryal parts of endothelial cells protrude into lumen without contact, forming
fiord-shaped sinuses (arrows). Pinocytic vesicles are seen. X 8000
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diuzone fiordoksztaltne zatoki. Zlacza miedzy komoérkami $rédblonka wy-
pelnial niekiedy elektronowo gesty material. Podobny material obser-
wowano rowniez w przestrzeniach pozakomoérkowych od strony blony
podstawnej wlosniczki. Miejscami do $wiatla naczyn wpuklaty sie faldy
wypustek protoplazmatycznych i mikrokosmki. Przekroje o gladkim,
okraglym zarysie $wiatla bez fald, mikrokosmkéw i wpuklajacych sie pe-
rykarionow trafialy sie rzadko. Niekiedy spotykalo si¢ obecno$¢ perycy-
tow (ryc. 4).

Kanaly siatki $rédplazmatycznej komoérek srodblonka mialty zwykla
szeroko$¢ i przewaznie nie byly oblozone rybosomami. Natomiast dosé¢
czesto poszerzone byly zbiorniki kompleksu Golgiego. Obficie wystepo-
waly wolne rybosomy i mitochondria. Rzadko obserwowano pecherzyki
pinocytarne i ciala geste. Blona podstawna byla na ogél waska, miejsca-
mi ulegala rozwarstwieniu. Niekiedy miala stosunkowo malg gestosé
elektronowo-optyczng, co moglo przemawia¢ za jej niepelnym rozwojem.
Wypustki astrocytarne, przewaznie obrzmiale, przylegaly do blony pod-
stawnej. W materiale przygotowanym rutynowo nie udalo sie zaobser-

L

o it

Ryc. 4. Wloséniczka pnia moézgu noworodka kroélika w 1 dniu zycia. CzeSci pery-
karialne komorek $rodblonka nie wpuklajg sie do $wiatla naczynia. Wreby jader
mniej wyrazne niz w naczyniach kory. Komoérka perycyta (P) posiada rozbudowang
siatke $rodplazmatyczng (strzatka). Pow. 8000 X
Fig. 4. Capillary of brain stem of newborn rabbit on the first day of life. Peri-
karyal parts of endothelial cells do not protrude into lumen. Indentation of nuclei
less marked than in cortical vessels. Pericyte (P) shows well developed endo-
plasmatic reticulum (arrow). X 8000
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wowac istotnej réznicy pomiedzy wlosniczkami kory, spoidla i pnia m®z-
gu obserwowanych bez podania znacznika. Wycinkéw ze splotu naczy-
niowki bez znacznika nie uzyskano.

Podanie peroksydazy chrzanowej (HRP) uczynnialo pinocytoze. Licz-
ne znaczone pecherzyki pinocytarne obserwowano w naczyniach $réd-
blonka wlosniczek pnia (ryc. 2). Bylo ich brak natomiast w $rédblon-
kach wlosniczek kory moézgu i spoidla. Znacznik wypelnial szczeliny
miedzykomoérkowe zatrzymujgc sie na zlgczach. Nie obserwowano bez-
posredniego przenikania HRP do blony podstawnej. Niemniej jednak jej
gestosé elektronooptyczna miejscami wydawata sie zwiekszona.

W pobranym materiale ze splotu naczyniéwki znacznik wystepowal
zardbwno w $wietle naczyn, jak w szczelinach miedzy komoérkami $rod-
blonka oraz w pecherzykach mikropinocytarnych. W postaci $ladowej
znajdowal sie w podlozu lgcznotkankowym. Nie obserwowano natomiast
przenikania jego do nablonka splotu. Nablonek splotu wydawal sie nie
w pelni wyksztalcony: komoérki byly niskie, jakby rozplaszczone, mikro-
kosmki nieliczne, stosunkowo czesto miewaly one ksztalt bulawkowaty.

Noworodki w pierwszym dniu zycia

Podobnie jak w naczyniach plodéw, w korze nadal przewazaly prze-
kroje poprzeczne o ksztalcie gwiazdzistym s$wiatla. Wpuklajgce sie do
Swiatla komorki srédblonka nie tworzyly jednak wspomnianych uprzed-
nio pozornych kanaléw, a jedynie glebokie zatokowate wpuklenia (ryc. 3).
W sroédblonkach wlosniczek kory obserwowano pojedyncze pecherzyki
mikropinocytarne.

Obraz wlosniczek pnia byl odmienny. Na przekrojach poprzecznych
zgrupowania czesci perykarialnych komorek srédblonka trafialy sie rzad-
ko, przy czym przewaznie nie wpuklaly sie one do $wiatla naczynia
(ryc. 4). Pojawialy sie natomiast pofaldowania oraz stosunkowo duze pe-
cherzyki pinocytarne (ryc. 5). Liczebnos¢ jagder komorek srodblonka ule-
gla wyraznemu pomniejszeniu w stosunku do obrazéw uzyskiwanych
u plodéw. Rozciggnieciu ulegaly wygladzone cytoplazmatyczne blaszki,
ktére stanowily przewazajgcy element obrzezajacy S$wiatlo naczynia
(ryc. 6).

Podanie znacznika zdawalo si¢ uczynnia¢ pinocytoze komoérek sréd-
blonka. Pecherzyki pinocytarne, przewaznie znaczone, wystepowaly
znacznie obficiej niz w $rédblonkach u plodu (ryc. 7). Wolny znacznik
wszedzie zatrzymywal si¢ na zlgczach. W pniu moézgu wypustki astrocy-
tow w otoczeniu wlosniczek czesto nie mialy cech obrzmienia (ryec. 8).
W splocie naczynidwkowym juz w pelni wyksztalconym, znacznik obfi-
cie przenikal do blony podstawnej naczyn wlosowatych. Obecny byt réw-
niez w tkance zrebu lgcznotkankowego oraz w szczelinach miedzy ko-
moérkami nablonka splotu (ryc. 9). Obecnosé znacznika podkreslala obfi-
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Ryc. 5. Fragment wloéniczki pnia moézgu noworodka krélika w 1 dniu zycia. Ko-

morki $réodblonka bogate w organelle (mitochondria, Golgi, siatka szorstka), posia-

daja pojedyncze mikrokosmki oraz liczne kolbiaste uwypuklenia cytoplazmy do

$§wiatla naczynia. Powstale sfaldowania powierzchni zwroconej do $wiatla tworza
zatokowate wpuklenia (groty strzaiki). Pow. 14 000 X

Fig. 5. Fragment of capillary brain stem of newborn rabbit on the first day of
life. Endothelial cells rich in organelles. Single microvilli and sinus-like formations
in lumen (arrow heads). X 14000

Ryc. 6. Wloéniczka pnia moézgu noworodka krolika w 1 dniu zycia. Na przekroju
niewidoczne sg jadra komorek srodblonka. Obrzeze $wiatla jest gladkie, bez zatok
i mikrokosmkoéw. Zlgcza miedzy komoérkami srédblonka (strzatka) odcinkowo wy-
pelia gesty elektronooptycznie material. Pojedyncze pecherzyki pinocytarne. Obrz-
miale wypustki astrocytarne (X) w najblizszym sasiedztwie naczynia. Pow. 8 000 X
Fig. 6. Capillary of brain stem of newborn rabbit on the first day of life. On the
cross section endothelial nuclei are not visible. Lumen outline is smooth without
sinuses and flaps. Terminal bars are filled for some length with dense material.
Several pinocytic vesicles. Swollen astrocytic extensions next to the vessel (X).
X 8000

Ryc. 7. Kroélik, noworodek, 1 dzien zycia. Wlosniczka w korze mozgu. Znacznik
w szczelinach miedzy komoérkami $§rédblonka, blokowany w zlaczach $cistych. Obec-
ny jest réwniez w pecherzykach pinocytarnych (strzatki). HRP. Pow. 5000 X
Fig. 7. Newborn rabbit, first day of life. Cerebral cortex capillary. HRP in inter-
cellular clefts blocked in tight junctions and in labeled pinocytic vesicles (arrows).
X 5000
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Ryc. 10. Krolik, noworodek, 1 dzien zycia. Nablonek splotu naczyniéwkowego.
Znacznik wypelnia szczeling miedzy komoérkami nablonka podkreslajgc pofatdowa-
nia jej czeSci dolnej. Natomiast brak jest §ladow znacznika od strony podstawy
komorki nablonka. Pojedyncze pecherzyki pinocytarne zawieraja znacznik (strzatka).
HRP. Pow. 9000 X
Fig. 10. Newborn rabbit, first day of life. Epithelial lining of arachnoid plexus.
Reaction product fills intercellular cleft, enhances the folds of its lower part.
However, HRP is not seen on epithelial basement membrane. Some pinocytic
vesicles are labeled (arrows). HRP. X 9000

Ryc. 8. Wlosniczka pnia moézgu noworodka w 1 dniu zZycia. Dobrze wyksztalcone
i zamkniete zlgcza S$ciste (strzatki). Liczne pecherzyki pinocytarne. Przylegle do
naczynia wypustki astrocytarne bez cech obrzmienia. Pow. 8 000 X
Fig. 8. Capillary of brain stem of newborn rabbit on the first day of life. Tight
junctions well formed and closed (arrows), pinocytic vesicles numerous. Astrocytic
processes in the closest vicinity of vessel wall without swelling. X 8 000

Ryc. 9. Kroélik, noworodek, 1 dzien zycia. Splot naczyniowkowy. Znacznik pokrywa
blone podstawng (duzy grot), przedostaje sie pomiedzy wypustki cze$ci podstaw-
nej komorki nablonka oraz do szczeliny miedzykomorkowej. Widoczne jest kilka
kolejnych zlgczy, przez ktére znacznik przeniknal (strzaiki). Ostatecznie zatrzymat
sie na zlgczu szczytowym (grot matej strzatki). HRP. Pow. 7000 X
Fig. 9. Newborn rabbit, first day of life. Choroid plexus. HRP covers basement
membrane (large arrow head), penetrates between the extensions of the basal
part of epithelium and into the intercellular cleft, on both sides of the junctions
(arrows), HRP is finally stopped by apical junction (arrow head). X 7000

5 — Neuropatol )gia Pol. 2/87
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Ryc. 11. Krolik, noworodek, 1 dzien zycia. Nablonek splotu naczyniéwkowego.

Znacznik odcinkowo wypelnia szczeline miedzy komoérkami nablonka. W bezposred-

niej bliskos$ci szczeliny znajduje sie znaczony pecherzyk pinocytarny (strzatka ma-

1a). Znacznik przenikngl na powierzchnie mikrokosmkoéw (grot strzatki). HRP Pow.
9000 X

Fig. 11. Newborn rabbit, first day of life. Epithelial lining of arachnoid plexus,

Reaction product fills intercellular cleft. Next to the lateral cell membrane a label-

ed vesicle is seen (small arrow). Free HRP penetrated to the microvilli top (arrow
head). HRP X 9000

tos¢ pofaldowan szczelin znajdujgcych sie miedzy blonami plazmatycz-
nymi sgsiadujgcych ze sobg komoérek nablonka (ryc. 10). Niekiedy znacz-
nik poprzez szczeliny miedzy komoérkami nablonka splotu osiggal $wiatlo
komory i byt obecny na powierzchni mikrokosmkéw (ryc. 11). Przewaz-
nie jednak zatrzymywal sie na zlgczach Scistych na réinej wysokosci,
najczesciej na zlgczu szczytowym. Nigdzie tez nie udalo sie zaobserwo-
waé cigglego wypelniania znacznikiem szczeliny miedzykomoérkowej od
blony podstawnej po $wiatlo komory. Pojedyncze pecherzyki mikropino-
cytarne obecne byly w komoérkach nablonka tuz przy szczelinach mie-
dzykomoérkowych (ryc. 11). Poza tym w komoérkach nablonka splotu ob-
serwowano roznej wielkosci ciala geste ukladajgce sie w poblizu blony
plazmatycznej od strony bocznej powierzchni komérki. Obfita réwniez
w komoérkach nablonka splotu byla siatka sroédplazmatyczna szorstka
ukladajaca sie w réwnolegle szeregi (ryc. 12). Czesto tworzyla ona uklad
koncentrycznych kol. Niektére kanaly siatki byly w bliskim kontakcie
z blong plazmatyczng bocznej powierzchni komoérki nablonka splotu.
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Ryc. 12, Krolik, noworodek, 1 dzien zycia. Nablonek splotu naczyniéwkowego. Ka-

naly ziarnistej siateczki s$rodplazmatycznej o szeregowym ukladzie znajduja sie

w bezposredniej bliskosci wypelnionego znacznikiem odcinka szczeliny miedzy ko-
moérkami nablonka. Widoczna rzeska. HRP. Pow. 16 000 X

Fig. 12. Newborn rabbit, first day of life. Epithelial lining of arachnoid plexus.
Ordered pattern of granular endoplasmic reticulum next to the intercellular cleft
filled with reaction product. A cilium is visible. HRP X 16000

OMOWIENIE

Obraz morfologiczny wlosniczek mézgu plodu na 5 dni przed urodze-
niem, w badaniu rutynowym, nie wykazywal wyraznych cech zréznico-
wania naczyn pobranych z réznych okolic mézgowia. Podanie HRP uczyn-
nialo mikropinocytoze. Byla ona niewielka we wlo$niczkach kory i spoid-
la wielkiego, a bardziej nasilona w naczyniach pnia moézgu. Mikropino-
cytoza najwyrazniej wystepowala we wlosniczkach moézgu noworodka.
Wskazywalo to, ze intensywnos$¢ mikropinocytozy w s$rédbtonkach wlos-
niczek wzrastala w miare rozwoju struktur moézgowia. Farkas-Bargeton
i Arsenio-Nunes (1970) opierajgc sie na badaniach histochemicznych en-
zymOw ustalily podobng kelejnos¢ dojrzewania naczyn mozgowych.
W opracowanym materiale juz u plodu stwierdzono pelne wyksztalcenie
zlgcz Scistych, ktére zatrzymywaly znacznik. Nalezy przypuszczaé, ze
obserwowane zmiany ksztaltu przekrojéw naczyn byly nastepstwem
zwiekszania sie pojemnosci naczyn, postepujacego roéwnolegle do roz-
woju poszczegélnych struktur moézgowia. Rozbudowa lozyska na-
czyniowego pociggala za sobg powiekszanie sie poszczegdlnych komoérek
srédblonka, a zwlaszcza rozciggania sie ich cytoplazmy w postaci cienkich
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blaszek. Dawalo to wydluzenie odleglosci pomiedzy jadrami sgsiadujg-
cych komoérek. Zmiany te wydawaly sie mie¢ wplyw na zachowanie sie
wypustek astrocytarnych okolonaczyniowych.

Rozmieszczenie znacznika w splocie naczynidowkowym noworodka
$Swiadczy o mozliwosci jego przenikania do plynu mézgowo-rdzeniowego.
Na mozliwo$¢ i mechanizmy jego przenikania do wnetrza komor zwraca
sie uwage w piSmiennictwie (Majdecki, Borowicz 1970; van Deurs 1976).
Przedstawione w niniejszej pracy obserwacje wskazuja, ze nie wszedzie
blokada przestrzeni miedzykomoérkowej nablonka splotu przez zlgcza $ci-
sle jest skuteczna. Przeciek znacznika miedzy komoérkami nablonka na-
wet przy odcinkowej blokadzie moze by¢ wspomagany przez pecherzyki
pinocytarne i heterofagosomy (Majdecki, Borowicz 1970; van Deurs 1976),
ktore mogg oproéznia¢ swojg zawartos¢ poprzez blone plazmatyczng bocz-
nej powierzchni komorki nablonka do szczeliny miedzykomoérkowej po-
wyzej zlgcza Scistego. Za mozliwoscig istnienia przecieku biatka osocza
do plynu moézgowo-rdzeniowego u plodu przemawia wielokrotnie wyzszy
w tym okresie rozwoju niz u dorostych poziom bialka w plynie moézgo-
wo-rdzeniowym (Purin 1958; Klosowskij 1963; Durbin i wsp. 1975). Moz-
liwos¢ przenikania bialka przez zlgcza sSciste u plodu i noworodka jest
ciggle przedmiotem sporéw. Mellgard i Sauders (1976) oraz Brightman
i Reese (1969) stanowczo zaprzeczajg takiej mozliwosci nawet u plodow
we wczesnym okresie rozwoju, natomiast Grontft (1954) dopuszcza ja
w pelni, ale w warunkach asfiksji. Ta ostatnia moze wystapi¢ zawsze
w przebiegu dos$wiadczenia. Przenikania drogg transportu tubularnego
w badanym materiale nie zaobserwowano. Brightman i Reese (1969) sa-
dzg, ze peroksydaza chrzanowa przenika przez fenestracje sSrédblonka
naczyn splotu, a w kolejnosci moze sie¢ dostawaé¢ do plynu moézgowo-rdze-
niowego. Pelna blokada przez zlgcza Scisle nie dotyczy elektrolitow i wo-
dy (Castel i wsp. 1968; Wright 1972).

ULTRASTRUCTURAL STUDIES OF THE RABBIT BRAIN CAPILLARIES
IN PERINATAL PERIOD

Summary

The aim of the work was to investigate the development of cerebral capillaries
in the rabbit during the perinatal period. The blood-brain barrier for horseradish

peroxidase (HRP) was examined in the capiliares and choroid plexus. Three foe-
tuses and 16 newborn rabbits were examined. The growth of the endothelial cells

and the activity of pinocytosis in the vessel wall were considered to be the ex-
ponents of capillary maturity. According to the maturation of their capillaries
several cerebral areas were evaluated in the following sequence: brain stem, corpus
callosum, cerebral cortex. This sequence is parallel to the maturation of the above
mentioned cerebral structures. The blood-brain barrier for HRP was found to be
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developed in the 25-day-old foetus. In spite of this, some HRP penetrated into
the lumen of the ventricle. The supposed mechanism of this phenomenon is dis-
cussed.

MUCCIIEAOBAHUA VJIBTPACTPYKTYPLI KATIMJIIAPOB MO3I'A KPOJIMKA
B IMMEPUHATAJIBHOM ITEPUOJE

Pe3ome

WccnenoBamich H3MEHEHHS! B CTPYKTYpe KaNWJUISPOB MO3ra KpOIHMKA B MOCHEIHHX 5 IHAX
BHYTpHYTPOOHOIH sw3nH. VMccenosanack Tak yIbTPAaCTPYKTypa KaOMJULIPOB Kak (OPMHPOBaHHE
Gapbepa KpOBL-MO3T JIJIsi XPEHOBOM HEPOKCHIA3bI, OCOOEHHO B KANMJISAPAX COCYOHCTOTO CHIE-
Tenus. Vi3yyanuch MO3ru 3 mIonoB B 25 [He pa3BATHS B 16 HOBOPOKIEHHEIX KPOJIHKOB B TIEPBOM
ZiHe XU3HU. B HCCneryeMOM nepuojie 3aMeueHO IANEpPIUIA3HiO SHAO0TEISUIbHBIX KIETOK KamuLIsApOB,
OIHAKO HEPABHOMEPHYIO B PA3JIMYHBIX CTPYKTypax Mo3ra. VIHTEHCHBHOCTh NMHOIMTO3a B KIIET-
Kax 3HA0TeNHs OblIa TOXE pa3IMyHasi, 3aBHCHMO OT MeCTa B3sATHA cpe3a. 06a 3TH (haKkTophl MO-
IyT OBITH IOKAa3aTEeIEM CO3DEBAHAS cOCyla. BhICTpee BCEro CO3pPEBaOT KANWIUIAPEI CTBOJA MO3ra,
3aTeM — MO3OJIMCTOTO Tesa, Haiibojee MeIIEHHO — KOpBl MO3ra. 2Ta IOCIEA0BATENLHOCTD
COOTBETCTBYET NOCJEI0BATENBHOCTH CO3DEBAHHS BhIIIE YNOMSHYTBIX 4acTeil Mosra. Bapeep
KPOBb-MO3T 1711 XPEHOBO} nmepokcuaasbl Obu1a chopMHpOBaHa yxke B IIIOA0BOM nepuoae. Habmo-
Jlajiock NPOXOXKACHHE MOKAa3aTeNlsi Yepe3 COCYAMCTOe CIUIETEHHE B CIMHHO-MO3LOBYIO XKHIAKOCTb,
HECMOTPsl HA NPHUCYTCTBHE IUIOTHBIX COEAMHEHMM B cruieteHmu. OOGCyXkIaeTcsi BEPOATHEBIA Mexa-
HHU3M 3TOro (eHomena.
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Elevated ambient temperature causes disturbances in the circulatory
and the central nervous systems both in humans and animals (Dutkie-
wicz et al. 1958; Spioch et al. 1958; Karlyjev 1985).

The molecular mechanism of metabolic changes occurring as the result
of prolonged overheating of animals is the object of numerous studies.
Many authors demonstrated that exposure to heat modifies in animals
the activity of mitochondrial enzymes (Jansky 1963; Hazel 1972; Raison
1973; Wodtke 1981; Musoyev 1981). Changes in the activity of these
enzymes are connected with the modification of membrane lipids under
the influence of temperature changes.

Under conditions of long lasting hyperthermia of the environment the
rate of oxidation was found to decrease in the liver mitochondria (Cas-
suto et al. 1966; Swaroop, Ramasarma 1982, 1985), in the kidney (Ro-
berts, Chaffee 1976; Puranam et al. 1984), in the brown fat tissue (Ro-
berts, Chaffee 1976) and in the brain (Gwoé6zdz 1978). The investigations
of Swaroop and Ramasarma (1982) indicate that the oxidation rate of
succinate in the liver mitochondria diminishes in animals after a short
period of exposure to heat.

The lack in the available literature of papers concerning the influence
of thermal exposure of short duration on the oxidation process in the
brain mitochondria, and the fact that in humans exposed to the action
of elevated temperatures disturbances occur within a short time in the
CNS prompted us to undertake the here presented studies.

The aim in view was evaluation of the activity of enzymes of the res-
piratory chain and respiratory rate in mitochondria of the brain in ani-
mals subjected for a short time to elevated ambient temperature.

* This work was supported by Grant No 06-02.I1.3.6 from the Polish Academy
of Sciences.
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MATERIAL AND METHODS

In all experiments white male rats weighing 200—220 g were used.
They were fed a standard diet and received water ad libitum. The
animals were adapted before the experiment to laboratory conditions for
5—6 days.

During the experiments the rats were kept in a chamber with forced
air flow, humidity within 35—55 per cent and regulated temperature.
The control temperature was 21 +1°C. The animals were exposed 6 h
daily for three successive days. The applied experimental temperature
were 28+1°C and 35+ 1°C.

For three days the temperature of the animals was measured twice
daily in the rectum with a marcury baguette thermometre inserted to
a depth of 3 cm before introducing them into the heated chamber. Rectal
temperature was also measured immediately before placing the animals
in the chamber and after exposure. On the next day, 18 h after the
end of exposure to heat, the animals were decapitated and the brain
hemispheres were prepared out for removing the mitochondrial fraction
which was isolated according to the method of Clark and Niclas (1970).
The mitochondria were suspended in medium of the following com-
position: 0,25 M sucrose, 10 mM Tris, 0.5 mM K+ EDTA, pH 7.4. The mito-
chondrial suspesion (10 mg/ml) was subjected to ultrasonication for 2
min with 30-s interruption and 30-s intervals in a MSE tissue disinte-
grator of 9 KHz frequency and 16 amplitude. The sediment obtained
after 10 min centrifugation at 8500 g was discarded and the supernatant
containing submitochondrial particles was stored on ice for enzyme de-
termination.

Determination of enzyme activity

The activity of NADH: cytochrome c¢ reductase and succinate: cyto-
chrome c¢ reductase was determined as described by Sottocasa (1967).
In calculations the differential coefficient 18.5 mM™! em™! was applied.
Cytochrome oxidase activity was measured according to the method of
Smith (1954), succinate dehydrogenase by the method of King (1963),
NADH dehydrogenase by the method of King (1967).

The medium for determining oxygen utilisation by brain mitochondria
consisted of: 300 mM mannitol, 10 mM KCIl, 0.2 mM K+ EDTA, 10 mM
Hepes, 10 mM K-phosphate buffer pH 7.4, 1 mg/ml bovine blood albumin
and about 2—3 mg mitochondrial protein.

Respiration in state 4 was induced by addition of 4 mM potassium
succinate or 10 mM potassium glutamate and 5 mM potassium L-malate.
The state of active respiration (state 3) was evoked by adding to the
reaction mixture 300 nmoles ADP. The phosphorylation index ADP/O
and the respiration control ratio (RCR) were calculated according to the
method of Estabrook (1967).
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Statistical analysis of the data was performed by Student’s t test.
Values of p less than 0.05 were considered to represent significant dif-
ferencer between the means for the control (rat exposed to 21°C) and
the experimental group (rats exposed to 28°C and 35°C).

RESULTS

The temperature measurements performed in the animals immediately
before exposure to elevated temperature and immediately after demonstr-
ated that overheating causes a rise of body temperature in the animals.
When subjected to 28°C they exhibited immediately after every thermic
exposure a statistically significant rise of body temperature on the suc-
cessive days, amounting to 0.5°, 0.6°, 0.4°C. Exposure of the animals to
a higher temperature (35°C) caused after the first day a rise of body
temperature by 0.8°C and on the subsequent days by 0.4° and 0.3°C.

The animals were sacrificed 18 h after the last exposure, the fraction
of submitochondrial particles was isolated from the brain, and in it the
activity of enzymes of the respiratory chain was determined.

NADH dehydrogenase NADH: cytochrome c reductase
dehydrogenaza NADH reduktaza NADH: cytochrom c
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Fig. 1. Influence of raised environmental temperature on the activity of NADH
dehydrogenase and NADH:cytochrome c reductase of rat brain mitochondria. Values
given are arithmetic means = SEM from at last 6 experiments. * — difference
statistically significant at p << 0.05
Ryc. 1. Wplyw podwyzszonej temperatury $rodowiska na aktywno$¢é NADH dehy-
drogenazy i NADH:cytochrom c reduktazy mitochondriéw moézgu szczura. Podane
wartosci sg $rednig arytmetyczng = SEM z 6 do$wiadczen. * — réznice znamien-
ne statystyczne przy p << 0,05
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The results for NADH: cytochrome ¢ reductase and NADH dehydro-
genase are shown in Figure 1. It results from these data that, after
exposure to 28°C, a considerable, about 42 per cent increase of NADH
dehydrogenase activity occurs, and a less pronounced increase (by about
15 per cent) after exposure to 35°C. As the result of exposure of the
animals to 28°C, NADH: cytochrome c reductase activity increases by
30 per cent, a statistically significant value. When higher temperature
was applied (35°C), the activity of this enzyme increased by about 10 per
cent, but statistical analysis indicated that these differences are not
significant in reference to the control (exposed to 21°C).

Under the conditions of environmental hyperthermia applied, statistic-
ally significant changes were not noted in cytochrome oxidase activity
(Table 1). In the fraction of submitochondrial particles from brains of

Table 1. Acztivities of succinate: cytochrome c¢ reductase and cytochrome oxidase in brain mito-
chondria of heat exposed rats
Tabela 1. Aktywno$¢ bursztynian: cytochrom c reduktazy i oksydazy cytochromowej w mito-
chondriach moézgu szczur6w poddanych dzialaniu podwyzszonej temperatury

Temperature Succinate: cytochrome ¢ reductase Cytochrome oxidase pmoles
of expositon nmoles cyt.c/min/mg protein cyt.c/min/mg protein
Temperatura  Bursztynian: cytochrom c¢ reduk- n Oksydaza cytochromowa pmole n
ekspozycji taza nmole cyt.c/min/mg bialka cyt.c/min/mg biatka
o
©
21 30.3+1.3 6 1.3734+0.118 13
28 20.14+1.0* 6 1.5574-0.151 5
35 28.441.5 (3 1.21740.111, 5

Results are mean values--standard error of the mean.
Wyniki przedstawiono jako $rednie arytmetyczne +§rednie odchylenie od $redniej arytmetycznej.
n — number of animals
liczba zwierzat
*/ — significantly different at p < 0.05
réznice statystyczne znamienne p < 0,05

animals submitted to a temperature of 28°C the activity of succinate:cy-
tochrome c¢ reductase was depressed by about 34 per cent and remained
unchanged when the temperature was raised to 35°C. It was, moreover,
found that exposure to elevated temperature produces in the animals
a depression of succinate dehydrogenase activity: in animals exposed to
28°C by about 16 per cent and somewhat higher, by about 22 per cent,
in those exposed to 35°C (Fig. 2).

In order to find out whether the observed changes in respiratory
enzyme activity after hyperthermia affect oxidation processes in the
brain mitochondria, polarographic measurements of oxygen uptake were
performed. The results are shown in Table 2 and indicate that under
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Fig. 2. Activity of brain mitochondrial succinate dehydrogenase of rats exposed

to elevated ambient temperature. Values given are arithmetic means * SEM

from at least 6 experiments. * — difference statistically significant at p <<0.05

Ryc. 2. Aktywno$¢é dehydrogenazy bursztynianowej mitochondriéw mézgu szczuréow

poddanych dzialaniu podwyzszonej temperatury sSrodowiska. Podane wartosci sg

Srednig arytmetyczng £ SEM z 6 doswiadczen. * — roéznice znamienne statystycz-
nie przy p << 0,05

Table 2. Effect of heat exposure on oxidative phosphorylation in brain mitochondria
Tabela 2. Wplyw ekspozycji cieplnej na oksydacyjna fosforylacj¢ w mitochondriach mézgu

Oxygen uptake nmoles

O, /mi rotei
Substrate  Temperature z/m-m/mg gt Nun3ber
Gt ilens il A Zuzycie tlenu nmole ADP/O RCR of animals
et em;:eéa et O,/min/mg biatka Liczba
State 4 state 3 zwierzat
stan 4 stan 3
Succinate 21 11.6+1.2 48.5+2.9 1.824-0.12 43404 8
Bursztynian 28 10.7+ 185 45.84+3.1 1.72+0.21 42403 6
35 10.2+1.4 46.7+2.4 1.854-0.13 4.5+0.3 6
Glutamate -+ ’
malate 2 9.84+0.6 39.54+-2.1 2.68+0.13 4.440.5 8
Glutaminian 28 10.6+0.5 39.742.7 2.5740.15 4.34+-0.4 6
jablczan 35 10.3+0.7 38.2+3.2 2.7240.11 4.14-0.5 6

Results are mean values--standard error of the mean
Wyniki sg $rednimi arytmetycznymi +-$redni blad $redniej arytmetycznej
RCR  — respiratory control ratio
stosunek kontroli oddechowe;j
ADP/O — phosphorylation index
iloraz fosforylacyjny
Oxygen uptake was determined at 29°C by the polarographic method with use of an electrode
of Clark
Zuzycie tlenu oznaczano w temp. 29°C metoda polarograficzna przy uzyciu metody
Clarka.
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the conditions of environmental hyperthermia applied, statistically signi-
ficant changes do not occur in the oxidation rate in states 3 and 4 of
brain mitochondrial respiration in the presence of respiratory substrate
of succinate and glutamate with malate. The value of the phosphoryl-
ation quotient ADP/O and the coefficient of respiratory control of the
brain mitochondria of animals exposed to elevated temperature do not
show statistically significant differences as compared with those in the
control groups.

DISCUSSION

In homoiothermal organisms subjected to elevated ambient temper-
ature a new state of thermodynamic equilibrium develops (Puranam et
al. 1984).

In circumstances of adaptation to thermically changed conditions the
main changes concern the resporatory metabolism. Prolonged exposure
of animals to elevated temperature causes a decrease of the oxidation
rate in the mitochondria, especially in the liver, but the mechanism of
oxidative phosphorylation is not disturbed (Swaroop, Ramasarma 1982).
Depression of the oxidation rate is connected with a reduction of basal
metabolism during exposure to heat. The process of depression of res-
piratory activity of the mitochondria is accompanied by a decrease of
succinate dehydrogenase activity. Changes in the activity of this enzyme
are rapid, they appear as early as after 12 h of exposure to elevated
ambient temperature and further increase only slightly. Under condit-
ions of thermal stress of long duration the cytochrome c, cytochromes
a+az and ubiquinone contents decrease in the liver mitochondria.

The results here presented indicate that environmental hyperthermia
may modify respiratory enzymes in the brain mitochondria, the mecha-
nism of these changes, however, remains unclear.

The enzymes of the respiratory chain investigated by us are lipid-
-dependent, functionally and structurally bound with the inner mito-
chondrial membrane. It was found that phospholipids are indipensable
for ensuring their stability and subunit organisation. The role of phos-
pholipid probably consists in inducing the most active enzymatic protein
confirmation. The membrane lipids are in a state of dynamic equilibrium,
and local changes in their composition make allosteric control of their
activity possible (Farias et al. 1975). The results of numerous authors
indicate that modification of the activity of mitochondrial enzymes un-
der conditions of elevated ambient temperature may be the consequence
of temperature-induced changes in the phospholipid component (John-
ston, Roots 1965; Raison 1973; Wodtke 1981). Such changes have been
observed in the process of adaptation of animals to hyperthermia.

It is difficult at the present moment to ascertain whether under
conditions of exposure of short duration to elevated ambient temperature
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changes occur in the lipids of the mitochondrial membrane. The results
of the present investigations indicate that in the model of environmental
hyperthermia applied changes in oxidative phosphorylation do not oc-
cur in the brain mitochondria, this suggesting that there are no structur-
al changes is the membrane. Under conditions of acute thermal stress,
structural changes in the brain mitochondria occur consisting in dis-
appearance of the cristae (Gwoézdz et al. 1978).

If we compare the changes in activity of the enzymes of the respir-
atory chain in the mitochondria of the brain and the liver (Skonieczna
et al. 1986), occurring under short lasting hyperthermia, it may be af-
firmed that the characier of these changes is similar. Under conditions
of elevated ambient temperature an increase of activity of NADH:cyto-
chrome c reductase and depression of activity of succinate:cytochrome c
reductase and succinate dehydrogenase were observed. These changes
were, however, percentually more pronounced in the liver mitochondria.
It seems that the weaker reaction of the brain to hyperthermia may be
due to the fact that this organ is specially protected from changing ther-
mal conditions. The measurement of body temperature in animals on the
successive days of exposure to 35°C performed by us showed a decreas-
ing body temperature rise. It would seem that, owing to the switching
on of an additional thermoregulative mechanism, the changes in the
activity of enzymes of the respiratory chain are less pronounced in the
brain mitochondria after exposure to 35°C.

Important seems also the observation that the action of the same
thermal stimulus may have a different influence on the activity of
mitochondrial enzymes. It is supposed that the diversity of biological
response of the enzyme to the same environmental factor may be con-
ditioned by a different lipid surrounding the particular membrane en-
zymes (Yoshida et al. 1979).

PROCESY UTLENIANIA W MITOCHONDRIACH MOZGU SZCZUROW
PODDANYCH EKSPOZYCJI CIEPLNEJ

Streszczenie

Przeprowadzono badanie aktywno$ci lipidozaleznych enzymoéw lancucha odde-
chowego moézgu u szczuréw, ktore przez 3 kolejne dni przetrzymywano po 6 go-
dzin dziennie w temperaturze 28°C lub 35°C. Aktywno§é enzyméw mitochondrial-
nych oznaczano we frakcji czastek submitochondrialnych. Szybkos¢é oddychania oce-
niano metodg polarograficzng przy uzyciu elektrody tlenowej Clarka.

W wyniku dzialania podwyzszonej temperatury otoczenia stwierdzono znamien-
ny statystycznie wzrost aktywnosci dehydrogenazy NADH, NADH: cytochrom c
reduktazy oraz obnizenie aktywnos$ci dehydrogenazy bursztynianowej i burszty-
nian:cytochrom c reduktazy. Nie stwierdzono zmian aktywno$ci oksydazy cytochro-
mowej oraz szybko$ci zuzycia tlenu w mitochondriach moézgu zwierzat nagrzewa-
nych.
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Z przeprowadzonych badan wynika, Ze podwyzszona temperatura otoczenia
(28°C, 35°C) powoduje modyfikacje aktywnos$ci enzyméw lancucha oddechowego, na-
tomiast pozostaje bez wplywu na procesy oddychania i oksydacyjnej fosforylacji
mitochondriow mozgu.

OKCUIATUBHBIE IMTPOLIECCHI B MUTOXOHAPUAX MO3I'A KPBIC
IMOABEPIHYTHIX TEIUIOBOM 3KCIIO3ULINU

Pesome

WUccnenosanuch aKTHBHOCTH JIMIIMAO3aBHCHMBIX 3H3UMOB JbIXaTENbHON LEMH MO3ra KphiC,
KoTopble Oblmu 3 odepeaHble OHsS mpoaepxuBaHbl 6 yacoB B Temnepartype 21°C (KOHTPOJIbHBIE
cayyan), 28°C wmm 35°C. DH3UMaTHYECKasi AKTHBHOCTH Obliia 0003Ha4YeHa BO (pakuum cyOMuTO-
XOHAPHAIbHBIX 4YacTHI. CKOPOCTb JBIXaHHS MHTOXOHIPHEB OMNpPENENsach TOJAPOrpaduyecKum
MeToA0M, ynoTpebiss kucinopomuyro anekrpony Clarka.

B pe3ynbTaTe MOABBILIEHHONW TEMIEPAaTypbl OKpyXarouleil cpeibl ObUI0 OOHAPYXEHO CTaTHC-
THYECKH 3HaMeHATeIbHOE MOBbIIIeHHe aKTHBHOCTH Aeruaporera3st NADH u NADH: uuroxpom ¢
peayKTa3sl M MOHMKCHHE AKTHBHOCTH CyKLUMHAT JCTMAPOreHa3bl M CYKUMHAT: LUTOXPOM C PelayK-
Ta3el. He Gblm 0OHAPYXEHBI H3MEHEHHSI AKTHBHOCTH LIATOXPOMOBOM OKCHZA3bl M CKOPOCTH YIO-
TpeGeHns: KHUCIOpOAAa B MHTOXOHIDHSAX MO3ra HATPEBAEMBIX JKHBOTHBIX.

WccnenoBanns MOKa3bIBAIOT, YTO MOBbINIEHHAs Temmepatypa cpeas! (28°C, 35°C) Brbi3biBaeT
MOIAGHKALMIO AKTHBHOCTH JH3MMOB IbIXaTeJbHOW LENH, HO HE BJIMAET HA NPOLECC JbIXAHHS
M OKCHIATHBHOM (ochopmisilium MHTOXOHAPUH MO3ra.
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Increased ambient temperature is a factor which may cause disturb-
ances in the composition and properties of biological membranes.
This is particularly true as regards the phospholipid composition
and fatty acids content (Sato, Murata 1980; Wodtke 1981).
Changes in the quantitative proportion bring about qualitative
modifications, disorders in the fluid-mosaic structure of the mem-
branes, their permeability and enzymatic functions. Such changes may
also occur in microsomal lipids. They may consist in a modified pro-
portion of various phospholipids or changes in fatty acids composition.
The changes in microsomal phospholipids may modify the activity of
NADH: cytochrome c reductase and glucose-6-phosphatase (Chaplin, Man-
nering 1970; Coleman 1973). Phospholipids play also an essential role in
reactions catalysed by cytochrome P-450 (Ingelman-Sundberg, Gustafs-
son 1975; Lu 1976). Changes in unsaturated fatty acids may among other
causes, be the result of peroxidation processes associated with the form-
ation of free-radical intermediate products (Hornsby, Crivello 1983;
Frankel 1985). The peroxidation process is the basic mechanism injuring
biological membranes. The fatty acids structurally changed during oxid-
ation and neighbouring in the membranes with proteins may form un-
normal combinations such as lipid-lipid or lipid-protein, this leading to
inactivation of membrane enzymes (Tappel 1973). The peroxidation pro-
duct — malonyldialdehyde — may react with amino groups inactivating.
a number of enzymes (Slater, Sawyer 1971; Jain 1984; De Groot, Noll
1985).

* This work was supported by Grant No. 06-02.11.3.6. from the Polish Academy
of Sciences.
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In consideration of these circumstance it seemed interesting to ex-
amine the phospholipid composition and the process of lipid peroxid-
ation in brain and liver microsomes of rats after physical exertion in
various thermal conditions.

MATERIAL AND METHODS

White male ten-week-old rats weighing 190—250 g were used for
all experiments. They were kept in laboratory conditions with food and
water ad libitum for at least 3 days and selected. Rats with physiologic-
al rectal temperature below 38°C were chosen and randomly divided
into six experimental groups:

— 2 groups of animals not subjected to exercise, exposed 1 hour
daily for six consecutive days to temperatures of 21°, 28° and 35°C,
respectively, and

— 3 groups of rats, exposed to the same thermic conditions, and
simultaneously trained on a moving belt with horizontal track at a speed
of 10 m./min.

During the experiments, the rats were kept in a chamber with regul-
ated temperature, air flow and controlled moisture of 45—69%0. The
rats were exercised on a moving belt located in a closed chamber with
an electrical grid floor.

They were killed the day after the last exposure session. The brains
and livers were quickly removed, weighed, rinsed with 0.25 M sucrose
and homogenized in 4 volumes of the same sucrose solution in a Potter
glass-teflon homogenizer. The microsomes were isolated by the method
of Kamath and Rubin (1972). The final microsomal pellets were resus-
pended in an ice-cold solution of 1.15% KCI in 0.1 M phosphate buffer
pH 7.4 and used for lipid extraction and for rate of lipid peroxidation
and protein content estimation.

Lipids were extraced from the microsomes with methanol: chloro-
form (1:2) by Folch method (Folch et al. 1957).

For phospholipids estimation aliquots of lipid extracts were chroma-
tographed according to the two-dimensional TLC method described by
Peter and Wolf (1973). The phospholipid spots on silica gel were detect-
ed by means of iodine vapor and identified by comparison with standards,
scraped off, transferred to centrifuge tubes and extracted by adding chlo-
roform-methanol (2:1). After centrifugation the organic phase was evap-
orated under air flux, the residues were mineralized with perchloric acid
and phosphorus contents were estimated by the method of Carter and
Karl (1982).

The extent of lipid peroxidative damage was determined by quantit-
ating malonyldialdehyde, and end product of fatty acid peroxidation,
using the thiobarbituric acid method (Searle, Willson 1983). Aliquots of
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the microsomal fraction were incubated at 37°C in Tris/KCl buffer, pH
7.4 containing 5 mM cysteine and 50 uM FeSO,. A 3-ml aliguot of 10%o
trichloracetic acid was added to the incubation mixture and the color
reaction was developed after treating the solution with the thiobarbituric
acid reagent and boiling the sample for 15 min. After cooling, the pro-
tein precipitate was centrifuged and absorption was read at 535 nm.
Protein in the microsomal fractions was determined by the Lowry me-
thod (Lowry et al. 1951). The results were statistically elaborated by
Student’s t and Dixon’s R tests.

RESULTS AND DISCUSSION

The results of analysis of the phospholipid composition of the micro-
somal fraction of the liver of rats subjected to hyperthermia and physic-
al exercise are shown in Table 1. It results from the data obtained that
elevated temperature coupled with physical exercise does not affect
significantly, under the conditions applied, the content of the determin-
ed phospholipids, similarly as elevated temperature alone does not. The
results obtained indicate that in the liver microsomal fraction of rats
exposed to 35°C the phosphatidylcholine content amounting to 296 nmoles

Table 1. Hepatic microsomal phospholipids contents in rats subjected to raised ambient temperature
and physical exercise (nmoles Pi/mg of protein)
Tabela 1. Zawarto$¢ fosfolipidow w mikrosomach watroby szczuréw poddawanych dzialaniu
podwyzszonej temperatury otoczenia i wysitku fizycznego (nmole Pi/mg bialka)

Estimated phospholipids/Oznaczane fosfolipidy
Experimental model phosphati- phosphati- phosphati- phosphati-
Model dylcholine dylethanolamine dylinositol dylserine
dos$wiadczalny fosfatydylo- fosfatydylo- fosfatydylo- fosfatydylo-
cholina etanoloamina inozytol seryna
X+Sx (n) XL£8E . (n) x+Sx (n) X+Sx (n)
21°C 283+14 (7) 12849 (@) 41416 (D) 3249 6)
exercise
21°C + vysilek 278+21  (5) 126420 (5) 39+12 (5) 3148 (5)
28°C 285+34 (6) 127+18  (6) 38415  (6) 2846 (6)
exercise
28°C + wysilek 288412  (6) 123+16 (6) 39+13  (6) 32412 (6)
35°C 296428 (5) 122414 (5 39+11 (5 2845 (5)
exercise
35°C + wysilek 286+19 (5) 121+16 (5 38+2 (5) 2847 (5)
— . .  arithmetic mean+-standard error of the mean
#L8x — Srednia arytmetyczna--odchylenie standardowe $redniej arytmetycznej
% number of experiments

" ilo$¢ doswiadczen
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Pi/mg protein is somewhat higher than in animals kept at 21°C for
which the determined amount is 283 nmoles Pi/mg protein. In the case
of coupled action of raised temperature and physical exertion the amount
of phosphatidylcholine remains practically unchanged, notwithstanding
the temperature to which the animals were exposed and amounts to 283
nmoles Pi/mg protein at 21°C and 286 nmoles Pi/mg protein at 35°C.

Phosphatidylethanolamine content in liver microsomal fractions of
rats is slightly depressed with rising exposure temperature and amounts
at 21°C to 128 nmoles Pi/mg protein, at 28°C to 127 nmoles Pi/mg pro-
tein and at 35°C to 122 nmoles Pi/mg protein. A similar tendency is
observed when rats are exposed to elevated temperature and simultane-
ously subjected to exercise. The phosphatidylinositol and phosphatidyl-
serine contents are slightly decreased with rise of temperature; these
differences amount to 10 per cent of the content. It was found at the
same time that the additional element of physical exercise did not in-
fluence the phosphatidylinositol and phosphatidylserine contents.

The phospholipid composition of the brain microsomal fractions from
rats subjected to elevated environmental temperature and physical ex-
ertion is presented in Table 2.

As seen, in the applied experimental conditions no significant chang-
es are noted in the brain microsomal phospholipids as result of exposure

Table 2. Brain microsomal phospholipids contents in rats subjected to raised ambient temperature
and physical exercise (nmoles Pi/mg of protein)
Tabela 2. Zawarto$¢ fosfolipidow w mikrosomach moézgu szczuréw poddawanych dzialaniu pod-
wyzszonej temperatury otoczenia i wysilku fizycznego (nmole Pi/mg biatka)

Estimated phospholipids/Oznaczane fosfolipidy
Experimental model phosphati- phosphati- phosphati- phosphati-
Model dylcholine dylethanolamine dylinositol dylserine
doswiadczalny fosfatydylo- fosfatydylo- fosfatydylo- fosfatydylo-
cholina etanoloamina | inozytol seryna
X+Sx (n) X+Sx (n) X+Sx (n) X+Sx (n)
21°€ 576+29 (6) 435+21 (6) 112--68  (6) 80+10  (6)
MO Ty SOLIE ) 40N (B 106 . Br1s O
wysitek
28°C 595431 (6) 415422 (6) 128410 (6) 7548 (6)
20+ o 575422 (6) 420416 (6) 11649 (6)  T8x18 (6)
wysitek
35°C 584420 (6) 410+24 (6) 13012 (6) 72411 (6)
Uyl o s e 589424 (5) 4I5L10 (5) 114+11 (5) 6848 (5
wysilek
AR arithmetic mean +standard error of the mean
*£8% — srednia arytmetyczna+-odchylenie standardowe S$redniej arytmetycznej
g number of experiments

~ ilo$¢ doswiadczen
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of rats to high ambient temperature alone or with physical exercise.
After exposure to 28°C and 35°C the phosphatidylcholine level is slightly
higher than in control animals (kept at 21°C), reaching 595 nmoles Pi/mg
protein at 28°C and 584 nmoles Pi/mg protein at 35°C. Similar results
are obtained for groups of rats exposed to elevated temperature and
simultaneously subjected to exercise.

The phosphatidylethanolamine content in brain microsomes of rats
exposed to high ambient temperatures (28°C and 35°C) decreases some-
what as compared with that in animals exposed to 21°C, the differences
are, however, statistically nonsignificant. The physical exertion applied
simultaneously did not change the phosphatidylethanolamine content.

The content of phosphatidylinositol and phosphatidylserine in micro-
somes of rats exercised at various temperatures of environment also under-
goes only slight modifications in dependence on the applied temperature.

The results of investigation of the peroxidative reaction in micro-
somes of the rat liver and brain in the groups exposed to elevated
temperature and those simultaneously subjected to hyperthermia and
physical exercise are shown in Table 3.

Table 3. Lipid peroxidation in liver and brain microsomes of rats subjected to elevated temperature
and physical exercise (nmoles MDA/mg of protein)
Tabela 3. Peroksydacja we frakcjach mikrosomalnych watroby i mézgu szczuréw poddawanych
dzialaniu podwyzszonej temperatury oraz wysitku fizycznego (nmole MDA/mg bialka)

Applied temperature/Stosowana temperatura

g 21°C 28°C 35°C
Tkanka |  Grupy dos$wiadczalne
| 5 Ao e F+S%  @m| w487 @] 1S @
LC Control — without 2.034+0.29 (6) 1.59+0.26* (6) 1.744-0.10* (5)
exercise
Kontrola bez wysitku

Tissue Experimental groups

Liver fizycznego
Watroba ;
LE Exercised
Poddawane wysitkowi  2.204+0.47 (7) 1.41+0.19* (6) 1.65+0.20* (6)
fizycznemu
BC Control — without 6.724+-0.85 (6) 5.841+-0.54 (6) 5.89-+0.60 (5)
exercise
Brai Kontrola bez wysitku
rat fizycznego
Mobzg ;
BE Exercised
Poddawane wysitkowi 6.54+0.61 (6) 5.02+0.62 (5) 5.10+0.74 (6)
fizycznemu
e arithmetic mean-+standard error of the mean
RSN oo §rednia arytmetyczna-+odchylenie standartowe Sredniej arytmetycznej
number of experiments
n pae

ilos¢ doswiadczen

statistical significance: p < 0.05
znamienno$¢ statystyczna; p < 0,05
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It results from the presented data that a rise of ambient temperature
depresses the peroxidation of the liver microsomal fraction from rats not
loaded with exercise as well as from those making physical effects. In
the groups not subjected to physical exercise, but exposed to elevated
temperature, peroxidative activity in the liver microsomes decreases from
2.03 £0.29 nmoles MDA/mg protein at 21°C to 1.59+0.26 nmoles MDA/mg
protein at 28°C. In the groups of rats exposed to 35°C peroxidative activ-
ity in the liver microsomes was 1.74 £0.10 nmoles MDA/mg protein. The
differences in the peroxidative activity values in microsomes of rats be-
tween the groups exposed to 21°C and those exposed to 28°C and 35°C
are statistically significant.

In liver microsomes of rats subjected simultaneously to physical ex-
ercise and hyperthermia there also are differences in peroxidative activ-
ity. For rats kept at 21°C this activity was 2.20 £ 0.47 nmoles MDA /mg
protein and for those at 28° and 35°C it was 1.41%0.19 and 1.6510.20
nmoles MDA/mg protein, respectively. The differences in this case are
also statistically significant. The peroxidation is most depressed in the
microsomal rat liver fractions in the group exposed to 28°C, independ-
ently whether there is an additional load of exercise or not.

It results from the data included that exercise as an additional ele-
ment did not have in any of the combinations with elevated temperature
a statistically significant influence on peroxidative activity. It should,
however, be mentioned that the peroxidative activity of liver micro-
somes from rats subjected simultoneously to elevated temperature and
exercise is slightly lower than in animals exposed exclusively to hyper-
thermia.

As regards brain microsomes, elevated ambient temperature during
the experiment also caused a depression of the amounts of TBA-reactive
substances, this indicating a reduced peroxidation. These values are at
21°C 6.72 nmoles MDA, at 28°C 5.84 nmoles MDA in conversion to 1 mil-
ligram microsomal protein. The differences are statistically non-signific-
ant. In the microsomes of animals subjected to exercise under varying
thermal conditions there also are differences in peroxidation. In this
case too there is a similar tendency, as in animals exposed to the action
of temperature exclusively, to a depression of peroxidation with higher
exposure temperature. For rats kept at 21°C the values are 6.34 nmoles
MDA, at 28° 5.02 nmoles MDA and at 35°C 5.10 nmoles MDA and dif-
ferences are significant. At the same time, exercise also decreases (at all
tested temperatures) the amount of the determined substances reacting
with TBA, although the differences are not significant. This may be due
to a considerable dispersion of results.

The present investigations indicate that, under the conditions of
thermic and exertion loading of the rat organism, no significant changes
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occur in the composition of the microsomal phospholipids of the rat brain
and liver.

On the other hand, a depression of peroxidative activity was noted
both as the result of elevated temperature and of exercise. It is known
from the literature that studies on the influence of physical exercise on
peroxidation were mainly performed on skeletal muscles and lungs, and
that their results were not univocal (Salminen, Vihko 1983; Salminen et
al. 1984). Such results may be due to the specificity of the examined
tissue, the content of compounds acting as antioxidants or to the acces-
sibility of oxygen to the tissue (Brady et al. 1979). Oxygen in the tissue
may induce peroxidation by producing free radicals of oxygen capable
of initiating the peroxidation process of lipids. Changes in oxygen con-
centration in the tissue as the result of elevated temperature or exerc-
ise may, therefore, be responsible for changes in peroxidation. It is pos-
sible that a strengthened free radicals scavenger system may also play
a role here. It is believed that further extension of the studies to these
elements of the peroxidation system would be useful.

WPLYW PODWYZSZONEJ TEMPERATURY OTOCZENIA
I WYSILKU FIZYCZNEGO NA PEROKSYDACJE LIPIDOW
I ZAWARTOSC WYBRANYCH FOSFOLIPIDOW
W MIKROSOMACH MOZGU I WATROBY SZCZURA

Streszczenie

Badania przeprowadzono na szczurach, ktére poddawano 1-godzinnej ekspozy-
cji na temperatury 21°C, 28°C lub 35°C przez 6 kolejnych dni. Polowe zwierzat
obcigzano jednocze$nie wysitkiem fizycznym przez umieszczenie ich na biezni wy-
sitkowej.

Stwierdzono, ze zar6éwno wylgczne dzialanie podwyzszonej temperatury oto-
czenia, jak i skojarzone dzialanie temperatury i wysitku fizycznego prowadzi w mi-
krosomach moézgu oraz watroby szczuréw do zmniejszenia iloSci TBA-reaktywnych
substancji, bedgcych miarg peroksydacji lipidow. W przypadku wylgcznego dziala-
nia podwyzszonej temperatury wynosi ono dla mikrosoméw watroby okolo 20
(temperatura 28°C) i 15% (temperatura 35°C) w pordéwnaniu do szczuréw kon-
trolnych (temperatura 21°C). W mikrosomach mézgu réznice te sg mniejsze i wy-
nosza okoto 10—15%. Wysilek fizyczny, jako wspotdzialajagcy element obcigzajacy,
poglebia efekt spadku poziomu peroksydacji zaré6wno w mikrosomach mézgu, jak
i watroby.

W zastosowanych modelach termicznego i wysitkowego obcigZenia organizmu
nie stwierdzono zmian w skladzie badanych fosfolipidébw mikrosomalnych moézgu
oraz watroby.
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BJIVSIHUE TTOBBIMEHHOW TEMITEPATYPhI
CPEJbI 1 ®U3NYECKOI'O HATIPSDKEHUS
HA TIEPOKCUJTALIVIIO JIMTINIOB U COAEPXXAHUE U3BPAHHBIX ®OCP®OJIUITN/IOB
B MUKPO30OMAX MO3T'A U IMEYEHU KPBICHI

Pe3ome

Wccnenosanus OblIM NPOBEICHBI HA KPBICAX, KOTOPBIE MOIBEPraIiCh OAHOYACOBON IKCIO3HIIANR
Ha Temnepatypy cpenst 21°C, 28°C u 35°C B TeyeHue 6-TH oyepeaHbIX AHEl. TT0J0BHHA KHUBOTHBIX
noJiy4ana OJHOBPEMEHHO (HM3MYECKYrO HArpy3ky Ha O€roBoii HampsraTelbHOM Hopoxkke. Tak
JIEHCTBHE TOBBILIEHHONW TEMIEPATYpPbl CPEAbl MCKIIFOYHTENHHO, KAK H COCIUHEHHOE NEHCTBUE TeM-
nepaTypel W (M3MYECKOM HATPy3KH BEIeT B MHUKPO30Max MO3ra M MEYEHHW KPHIC K YMEHBIICHHIO
KomuyecTBa TBA — peakTHBHBIX BEIIECTB ONpEE/SAIOIIMX MEPOKCHAANMIO TUNUAOB. TIpH HMCKIIo-
YHTEJILHOM NEHCTBHM MOBBILICHHOH TEMIIEpaTypbl yMEHBIICHHE 3TO B MHUKPO30Max IEYEHH COCTa-
Basier okoso 209 mpu Temnepartype 28°C u 159 npu temnepaType 35°C mO CpaBHEHMIO C KOH-
TPOMBHBIMA KHBOTHBIMA (21°C). B MuKpO30Max Mo3ra 3TH Pa3IMYds MEHbUIAE M COCTAaBIISIOT
okono 10—159%,.

®du3nyeckass HArpy3ka, YCHJIMBAIOLIAs HAUpsDKeHWe, yriay6iser 3d(deKT CHEKEHHs YpPOBHS
NEPOKCHAALMK, KaK B MHKPO30Max MO3ra TakK ICYEHH.

B DpHMEHEHHBIX MOJENAX TEPMHYECKOM HArpy3ku M (DPU3MYECKOro HANPSIKEHHS OpraHu3Ma

HE oGHapyxceHo M3MCHEHHH B COCTABE MCCIICAOBAHHBIX MHKPO30MaJIbHBIX d)OC(l)OIIH]JKIlOB Mosra
H IICYCHH.
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The syndrome of involuntary facial movements was described firstly
by H. Meige in 1910. The clinical picture of this disease has been very
rarely described in the literature until 1981, when Tolosa published an
extensive study based on the observation of 17 cases of Meige’s disease.
Although the clinical picture is well characterized, pathomorphological
changes in the brain are poorly known and are confined to the case
described by Altrocchi and Forno (1983). The present case represents
clinical and neuropathological changes characterizing this rare disease.

CASE REPORT

Patient P. K., male, 60 years old was admitted to the Neurological
Department in March 1984 because of intensive involuntary movements
involving the muscles of the face, neck and throat. These hyperkineses
had a form of bilateral, tonic, non-rhythmic contractions lasting from
20 to 60 seconds. The contraction started in the orbicularis oculi muscles
causing tight shutting of the eyelids, and spread within several seconds
to the muscles of the lower part of the face and neck causing trismus,
involuntary smile and contraction of the neck muscles with flexion of
the head towards the chest. When the patient was eating, spasm of the
masticatory muscles caused chewing difficulties, spasm of the pharyngeal
muscles caused dysphagia and choking. The strength and frequency of
these involuntary movements increased during emotion and motor activ-
ities, decreased in recumbent position, disappeared in sleep. The hyper-
kineses impaired greatly the everyday functions of the patient.

The disease began 4 years earlier when involuntary movements ap-
peared. These movements occurred initially as mandible movements ap-
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pearing only during eating or after long talk. After several months ble-
pharospasm appeared, and successively spasm of the neck muscles. Be-
cause of the intensivness of hyperkineses the patient was readmitted
to the Clinic in 1982 and 1983. During hospitalization clinical syndrome
allowed to diagnose Meige’s disease. In the initial period of the illness,
the involuntary movements caused difficulties in everyday life leading
to a disabled condition during 30 months of the disease duration. During
two years of observation various tentatives of treatment were under-
taken. The patient received successively and in various combinations
diazepam, carbamazepine, orap, rivotril, haloperidol, parlodel, nakom,
baclofen, bimanol or prostigmine. After nearly all changes of treatment
a short-lasting transient improvement occurred. The best effect was
achieved with haloperidol, 15 drops thrice daily with clonazepam,
4—8 mg daily. The involuntary movements never disappeared completely,
only their frequency and intensity decreased. In 1972 the patient had
a myocardial infarction. For several years he had suffered from hyper-
tension (180/100 mm Hg).

Physical examination during the whole period of hospitalization did
not demonstrate any abnormalities of the internal organs. Neither did
neurological examination disclose any abnormalities apart from the in-
voluntary movements.

The routine laboratory investigations: ESR, blood cell count, electro-
lytes, plasma proteins, ECG, chest x-ray — gave normal results. EEG —
the background activity was 8—16 c/sec, irregular, symmetrical. Activ-
ation caused no changes in the record. The cerebrospinal fluid revealed
a pressure of 90 mm H,O, it was clear, the protein level was 0.38 g/,
cell count 4 M/L. Computerized tomography demonstrated a normal pat-
tern of the intracranial structures.

During the last hospitalization the patient developed suddenly a fev-
er and bronchopneumonia in a radiogram. The course of the disease
was severe, with rapid progression and without positive response to anti-
biotics. The patient died after two days of therapy.

General postmortem examination revealed purulent bronchopneumo-
nia with confluence of inflammatory foci in the basal and paravertebral
segments of the lungs. Disseminated necrosis of myocardial fibres. Wides-
pread atheromatosis of the aorta and peripheral vessels, particularly
far advanced in the coronary and renal arteries. A postinfarction scar in
the upper part of the posterior wall of the left ventricle and in the
lower part of the ventricular septum and apex.

Neuropathological examination

The brain, fixed in formol weighed 1540 g. The leptomeninges were
transparent. No distinct morphological damage was seen except small
extravasations in the front-temporal area. The vessels on the brain base
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were collapsed, some atheromathous plaques at the site of bifurcation
were visible. On cross-sections of the brain the ventricular system was
normal. Small cavities in the both basal ganglia were found. Brain stem
and cerebellum were unchanged. Sections from the basal ganglia, frontal
and temporal lobe, brain stem and cerebellum were taken. They were
embedded in paraffin, stained with hematoxylin and eosin, the Biel-
schowsky, Holzer and van Gieson methods.

Microscopical findings

Microscopical abnormalities were confined to the caudate nucleus
and putamen throughout the length of these structures, including the
tail of the caudate. There was widespread, uneven loss of nerve cells ac-
companied by severe cellular gliosis replacing neuronal cells (Fig. 1).
A decreased number of neurons was present both in the caudate nucleus
and in the putamen structures, but it was most pronounced in the dorsal
part of the head of the caudate and throughout the dorsal putamen.
The cell loss involved mainly large and medium size neurons. In certain
areas of the head of the caudate nucleus no nerve cells but intensively
proliferative glia cells were visible (Fig. 2). Proliferation of the glial

; S ST A ; ¢
Fig. 1. Basal ganglia; dorsal part of putamen. Widespread loss of neurons. In-
creased number of glial cells at the places of neuronal loss. H—E. X 200
Ryc. 1. Zwoje podstawy; cze$¢ grzbietowa skorupy. Rozlane ubytki neuronéw z to-
warzyszaca glejoza komoérkowg. H—E, Pow. 200 X
Fig. 2. Cross-section through the caudate nucleus. Spongy loosening of interstitial
tissue. Diffuse neuronal loss and gliosis. H—E. X 120

Ryc. 2. Przekr6j przez jadro ogoniaste. Gabczasta struktura tkanki, ubytki neuro-
néw i glejoza. H—E. Pow. 120 X
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fibrils was very weak as compared with the intensive multiplication of
astrocytes. The adjacent globus pallidus displayed mild gliosis without
nerve cell loss.

On successive cross-sections of the striatum diffuse rarefaction of
the tissue was observed (Figs 2, 3, 4) leading to a spongiotic or cribrate
state. These changes were specially intensive in the dorsal part of the
putamen. Between small cavities a great number of proliferating glial
cells were accumulated interstitially (Fig. 4). In the same areas status

Fig. 3. Dorsal part of nucleus caudatus. Spongy state and widening of the peri-
vascular spaces. H—E. X 80

Ryc. 3. Cze$¢ grzbietowa jadra ogoniastego. Stan gabczasty i poszerzenie przestrze-
ni okotonaczyniowych. H—E. Pow. 80 X

Fig. 4. Dorsal part of putamen. Enhanced spongy state with cellular gliosis. H—E.
X 400

Ryc. 4. Cze$¢ grzbietowa skorupy. Stan gagbczasty z glejoza komoérkowg. H—E.
Pow. 400 X

cribrosus or foci of tissue necrosis were seen (Fig. 5). Usually the nec-

rotic areas were not accompanied by proliferating vessels or intensive

gliosis (Fig. 6). They represented different stages of advanced tissue

rarefaction or small foci of tissue loosening.

In the striatum, in the vicinity of necrotic areas as well as in the
tissue without spongiotic changes the vessels were often surrounded
by wide perivascular spaces and rarefied tissue. Around certain ves-
sels perivascular necrosis of gradually decreasing intensity extended
towards the surrounding tissue (Fig. 7). The walls of the small vessels
showed no evidence of hyalinization while the larger vessels exhibited great
thickening of all layers and proliferative changes of adventitia (Fig. 8).
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Fig. 5. Putamen, focal status spongiosus and small confluent foci of necrosis.
H—E. X 100
Ryc. 5. Skorupa, ogniska zggbczenia i drobne zlewajace sie¢ ogniska martwicy.
H—E. Pow. 100 X

Fig. 6. Putamen, a high magnification of necrotic foci. H—E. X 400
Ryc. 6. Skorupa, obraz martwicy. H—E. Pow. 400 X

Fig. 7. Putamen, vessels with perivascular necrosis. H—E. X 150
Ryc. 7. Skorupa, martwice okolonaczyniowe. H—E. Pow. 150 X

Fig. 8. Thickened wvessel wall, hypertrophy of adventitia, Van Gieson. X 100
Ryc. 8. Pogrubienie $cian mnaczyn, przerost przydanki. Van Gieson. Pow. 100 X

http://rcin.org.pl



202 T. Domzal et al.

In the remaining structures of the basal ganglia cell loss was slight,
in the thalamus, and subthalamic nucleus no structural changes were
observed. The brain stem and cerebellum were unaffected. Vascular
changes or senile plaques were not seen in the cortex.

DISCUSSION

Clinical manifestations of the patient’s disorder corresponded to simil-
ar cases described in the literature and diagnosed as spontaneous oral-
-facial dyskinesia (Altrocchi 1972; Paulson 1972; Marsden 1976; Tolosa
1981). As in the described case, blepharospasm and oro-mandibular dys-
tonia predominated in the clinical picture but also other combinations
of facial spasm, dysarthria or dysphagia could be present (Tolosa, Kla-
wans 1979; Gollomp et al. 1981). Although Meige’s disease has been
considered a basal disorder of ganglia, signs in the limbs were usually
not prominent (Altrocchi 1972; Tolosa, Klawans 1979). Neuropathological
descriptions of clinically typical cases of Meige’s disease reported
a unique pattern of neuronal loss and gliosis giving a mosaic appearance
in the caudate and putamen structures (Altrocchi, Forno 1983). On the
other hand, Garcia-Alba et al. (1981) providing complete neuropathologic-
al analysis of a case of spontaneous oral-facial dyskinesia found no ab-
normalities in the basal ganglia or elsewhere.

The present case represents neuropathological changes confirming
the clinical diagnosis of Meige’s disease as a disease of basal ganglia. The
neuropathological picture generally corresponded to the case previously
described by Altrocchi and Forno (1983) in the sense of neuronal cell
loss and gliosis situated in the striatum, but the presence of spongy
state and tissue necrosis was not observed as it was found in the present
case. Tissue necrosis might have been a result of vascular wall changes
which could explain the greater intensity of necrotic changes around
the vessels and spread of necrosis from the vessels. However, focal nec-
rosis within the tissue was also seen without any connection with the
vessels. It is possible that the status spongiosus in this syndrome belongs
to the morphological pattern of basal ganglia structural changes in Mei-
ge’s disease. Similar necrotic changes in the putamen were also describ-
ed in other forms of basal ganglia dyskinesis observed in liver dysfunct-
ion caused by cancer metastasis (Kida et al. 1984).

The variability of the clinical manifestation in Meige’s disease may
correspond to different neuropathological findings, but also suggests that
Meige’s disease may be a syndrome of different causes.
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PRZYPADEK CHOROBY MEIGE’A.
BADANIE KLINICZNO-MORFOLOGICZNE

Streszczenie

Przedstawiono obraz kliniczny i neuropatologiczny choroby Meige’a u 60-letnie-
go mezczyzny. Poza hiperkinezami mieéni twarzy, u chorego nie wystepowaly zad-
ne inne objawy uszkodzenia ukladu nerwowego. Stan ogdlny chorego byl prawid-
lowy, poza wystepujagcym okresowo nadci$nieniem tetniczym rzedu 180/100 mm Hg.
Pacjent byl leczony wieloma lekami bez wyraznej poprawy. Zmart wskutek zabu-
rzen oddechowych w przebiegu zapalenia ptuc. W obrazie neuropatologicznym wi-
doczny byl znacznie nasilony zanik neuronéw w jadrze ogoniastym, glejoza ko-
morkowa oraz rozsiane ogniskowe zggbczenie tkanki. Wybiérczo§é wystepowania
zmian w strukturach prgzkowia sugeruje rozpoznanie choroby Meige’a jako wynik
uszkodzenia zwojow podstawy, zwlaszcza jgdra ogoniastego.

CJIVYAU BOJIE3HU MEIGE’A
Kinuanko-Mop}honorayeckoe HCcieI0BaHAE

Pesome

ITpencTaBneHo KIMHHYECKYIO B MOPGhOIOrHYeCKyr0 KapTuHy Oonesnum Meige’a y 60-metHero
Myx4uHbl. KpoMe runepkuHe30B JIANEBbIX MBILIL, He ObUIO HAKAKHX APYTHX CHMIITOMOB ITOBPEX-
JIeHUsi HEPBHOM cucTembl. OOwiee cocTosiHue G0NIBHOrO ObUIO HOPMAJIbHOE, KPOME MEPHOAHYECKA
nossisonteiics runepronnn 180/100 mm Hg. TlaumeHT JeYWiICs MHOTOYHCIICHHBIMH JIeKap-
crBaMu 0e3 OTYETIIMBOrO YJIyqlIeHHWs. YMep BCIEICTBHE BOCHAJIEHHs Jierkux. HeBpomaTosiora-
YECKOE MCCIIEIOBAaHME IOKA3aJI0 3HAYMTENIbHYIO aTPO(HUI0 HEBPOHOB B XBOCTATOM siIpe, KJIETOY-
HBIl TJHO3 M PACCESIHHBIA OYAroBbIi CHOHTHO3 TKaHH. CEJEeKTHBHOCTH MOSBJICHHS H3MCHEHHA
B MOJIOCATOM Telie BHyILIAeT AuarHo3 Oone3nn Meige'a BCIIeICTBME NOBPEXKICHHSA MOJKOPKOBBIX
y3710B, OCOOEHHO TOJIOCATOTO Telna.
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ONCOCYTIC TRANSFORMATION IN CHOROID PLEXUS
PAPILLOMA. LIGHTMICROSCOPIC STUDY OF TWO CASES
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In 1983 Kepes reported an autopsy case of a young woman with
oncocytic transformation of the choroid plexus epithelium in all cerebral
ventricles. She had died of Leigh’s disease. Two years later Stefanko
and Vuzvski (1985) described an oncocytic variant of choroid plexus pa-
pilloma in two elderly patients. Since these tumours are obviously very
rare, two further case reports seem justified.

MATERIAL AND METHODS

The specimens were fixed in formalin and embedded in paraffin. The
tissue was sectioned at 7 pm intervals, and the following staining techni-
ques were applied: hematoxylin and eosin, Heidenhain’s iron hematoxy-
lin, Masson’s trichrome stain, Kliiver and Barrera’s Luxol fast blue tech-
nique, Gordon’s silver impregnation for reticulin fibres, amido black
stain (Geyer 1960), PAS technique, and colloidal iron binding reaction
of Hale. Smears from portions of the specimens were used for phase-
-contrast microscopy. Electron microscopy preparations from the paraffin
embedded material gave no useful results.

CASE REPORTS

Case 1: A 47-year-old male had a four year history of headaches
and a three year history of visual problems prior to hospitalization.
Upon admission a midline space occupying lesion of the posterior fossa
was diagnosed. A greyish-red soft tumour was removed from the fourth
ventricle at operation.

Case 2: A 22-year-old male suffered from increasing headaches and
visual disorders after a motorcycle accident. A space occupying lesion in
the right lateral ventricle was diagnosed. A soft tumour was removed
at operation.

http://rcin.org.pl



206 W. Miiller et al.

RESULTS

Phase contrast microscopy of smear preparations showed tumour cells
between 15 and 20 um in diameter, ranging up to 30 um, with a remark-
able number of intracytoplasmatic granules. The nuclei were frequently
large, with prominent nucleoli (Fig. 1). No mitotic figures were seen.
After staining with iron hematoxylin the granules appeared intensely

Figs 1—1A. Large cells with abundant intracytoplasmatic granules between normal
sized cells. Smear preparation; phase contrast; marker 30 um

Ryc. 1—1A. Duze komorki z obfitg iloscig ziarnisto$ci $rédplazmatycznych widocz-
ne pomiedzy komoérkami normalnej wielkosci. Preparat z rozmazu. Kontrast fazo-
sized cells. Smear preparation; phase contrast; marker 30 um

black (Fig. 2). Sections of the paraffin-embedded specimens in both
cases show the typical appearance of a choroid plexus papilloma, with
large, seemingly benign epithelial cells arranged in nests as well as
scattered sporadically throughout the tumour parenchyma. Hematoxylin
and eosin stains show these epithelial cells to contain eosinophilic, differ-
ent-sized cytoplasmic granules closely packed together. They appeared
black with iron hematoxylin staining, dark violet with Masson’s trichome
stain, and moderately blue with Luxol fast blue technique (Fig. 3).
With PAS and Hale’s reaction they are positive. They appeared blue to
black in the amido black technique.
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Fig. 2. Oncocytes with intensely stained intracytoplasmatic granules. The granules
in the background are for the most part mitochondria expressed of injured cells,
Smear preparation. Heidenhain’s iron hematoxylin; marker 30 um
Ryc. 2. Onkocyty z intensywnie zabarwionymi ziarnisto$ciami érédplazmatyézny-
mi. Ziarnistosci w tle w wigkszo$ci sg mitochondriami uszkodzonych komoérek. Pre-
parat z rozmazu. Hematoksylina zelazista Heidenhaina. Znacznik — 30 um

Fig. 3. Moderately stained intracytoplasmatic granules in onococytes. The intensely
stained corpuscles are erythrocytes. Smear preparation. Luxol fast blue; marker
30 um
Ryc. 3. Umiarkowanie zabarwione ziarnistosci $rédplazmatyczne w onkocytach, in-
tensywnie zabarwione erytrocyty. Preparat z rozmazu. Blekit trwaly luksolu. Znacz-
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DISCUSSION

In accordance with Stefanko’s and Vuzvski’s (1985) findings, both
choroid plexus papillomas reported here exhibited multifocal large cells
containing a massive amount of intracytoplasmatic eosinophilic granules.
Lightmicroscopy showed features of oncocytic transformation as defined
by Hamperl (1931a,b, 1962). The granules contained proteins as well as
neutral and acid mucopolysaccharides, as exhibited by their amido black
staining and positive PAS and Hale reaction. The staining of the granules
with Luxol fast blue is in accordance with the Weil-Weigert staining
of oncocyticly transformed epithelium of the choroid plexus as reported
by Kepes (1983) and findings in oncocytic transformation by Hamperl
(1962) and Hiibner et al. (1967). This suggests that lipids are involved in
the structure of these granules as well. Stefanko and Vwuzvski (1985)
and Kepes (1983) examined the granules by electronmicroscopy and
identified them as hyperplastic mitochondria, which are char-
acteristic of oncocytic transformation (Askew et al. 1971; Sun et
al. 1975). As previously indicated, the material in this retrospective
study was unfortunately insufficient for electron microscopy. In accord-
ance with Stefanko and Vuzvski (1985), our cases also showed hyper-
chromasia of nuclei in areas of oncocytic transformation. Consistent with
hyperchromasia we found in one of these two cases a distinct stemline
in the triploid stage with Feulgen cytophotometry, while in 7 other cho-
riod plexus papillomas diploidy was revealed (Miiller et al., in press). We
concluded that this aneuploid DNA pattern is not a sign of malignancy,
but rather of oncocytic transformation.

The origin of oncocytic transformation remains unknown. As specul-
ated by Fischer (1961), Askew et al. (1971), and Sun et al. (1975), hyper-
plasia of mitochondria in oncocytes may be attributed to the loss of
mitochondrial enzymes in degenerative cell metabolism.

ONKOCYTARNA TRANSFORMACJA BRODAWCZAKA
SPLOTU NACZYNIOWKOWEGO. BADANIE DWOCH PRZYPADKOW

W MIKROSKOPIE SWIETLNYM

Streszczenie

W dwéch przypadkach lagodnych brodawczakéw splotu naczyniéwkowego
stwierdzono wieloogniskowo gniazda powiekszonych komoérek guza. Ich cytoplaz-
ma byla wypelniona gesto ulozonymi ziarnisto$ciami eozynofilnymi. Obraz mikro-
skopowy tych komérek i wyniki barwienia odpowiadaly kryteriom transformacji
onkocytarnej, okreslonym przez Hamperla.
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OHKOLIMTAPHASI TPAHC®OPMALIUS ITAITUIIJTIOMATA
COCYOUCTOIo CIUIETEHUAL.
VCCIIEJOBAHME JIBYX CJIIVYAEB B CBETOBOM MUKPOCKOITUM

Pesome

B mByx ciyyasx HOOPOKa4eCTBEHHOrO MNANM/LUIOMATA COCYJMCTOrO CHJIETEHHsS OGHADYKEHO

MyTbTH(QOKAIBHBIE HAKOIUICHHS YBEJHYEHHBIX KJIETOK OmyxXxoid. VX muromaasma Oblia Hamol-
HEHA TYCTO YJIOXKEHHBIMH 303HHO(DMILHBIMHA TPaHyIaMA. MHEKPOCKOIHYECKAs KAPTHHA 3THX KJIETOK
H pe3yJbTaThl OKPACKH COOTBETCTBOBAJIM KPHTEPHUSM OHKOLMTApHOM Tpanchopmaumu Hamplera.

10.
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KOMUNIKATY

W dniach 8—10 pazdziernika 1987 r. odbedzie sie w Innsbrucku 20 Dunajskie
Sympozjum Nauk Neurologicznych.
Tematami Sympozjum bedg:
— zaburzenia funkcji miedzymoézgowia,
— nowe Kkierunki w neuroimmunologii,
— tematy wolne.

W dniach 12—13 listopada 1987 r. odbedzie si¢ w Katowicach XXII Dzien Neu-
rochemii Klinicznej na temat ,Neurofarmakologia i Biochemia Tkanki Nerwowej
i Mie$niowej w Normie i Patologii”.

Termn nadsylania zgloszen uptywa 15 wrzeénia 1987 r.

Adres Komitetu Organizacyjnego: Prof. Mieczyslaw Wender, Klinika Neurologii
AM, ul. Przybyszewskiego 49, 60-355 Poznan.

*

W dniach 1—3 grudnia 1987 r. odbedzie si¢ w Lipsku wspdlne posiedzenie To-
warzystwa Neuropatologicznego NRD oraz Towarzystwa Nauk Neurologicznych
NRD. Tematem posiedzenia sg ,,Nowoczesne Metody w Naukach Neurologicznych”.

Adres Komitetu Organizacyjnego: Doc. Dr J. Lehmann, Abteilung fiir Neuro-
pathologie, Institut fiir Pathologische Anatomie der Karl-Marx-Universitdt Liebig-
strasse 26, 7010 Leipzig, DDR.

W dniach 18—22 kwietnia 1988 r. odbedzie sie w Pradze I Europejski Kongres
Neurologii.

Glownymi tematami beda:
— ostre zaburzenia neurologiczne w klinice i badaniach do$wiadczalnych,
— monitorowanie i mapowanie funkcji mozgu,
— zaburzenia ruchowe,
— bél.

Adres Komitetu Organizacyjnego: Association of Czechoslovak Medical Societies
J. E. Purkyne, 1st European Congress of Neurology, Tr. Vitezného unora 31 120 26
Praha 2, Czechoslovakia.
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IZABELA KUCHNA
ZESPOL. PARANOWOTWOROWEGO ZAPALENIA MOZGU

Pracownia Neuropatologii Rozwojowej Centrum Medycyny Doswiadczalnej
i Klinicznej PAN, Warszawa,

Paranowotworowe zespoly neurologiczne wywolane zmianami pato-
logicznymi w osrodkowym i/lub obwodowym ukladzie nerwowym (UN)
wystepujg w przebiegu ztosliwych nowotworéw narzadéow wewnetrznych,
ale nie sg zwigzane z przerzutami do UN. Wystepujg one najczesciej
w przebiegu odoskrzelowego raka pluc (Julien, Vital 1969). Obraz kli-
niczny paranowotworowego zespolu neurologicznego zalezy od topogra-
fii uszkodzen, ktére moga mieé charakter zmian zwyrodnieniowych lub
zapalnych (Mossakowski, Renkawek 1981). Na podstawie dotychczas opi-
sanych przypadkow Dietl i wsp. (1982) wyodrebnili nastepujgce parano-
wotworowe zespoly neurologiczne: podostre zwyrodnienie moézdzku, za-
palenie mézgu z przewagg zmian w strukturach limbicznych (limbic
encephalitis) lub w rdzeniu przediluzonym (bulbar encephalitis), zapale-
nie rdzenia, mielopatie, zapalenie wielokorzeniowonerwowe, neuromiopa-
tie. Paranowotworowe uszkodzenia UN powstajg niekiedy stosunkowo
weczesnie w przebiegu podstawowego schorzenia, nawet przed jego rozpo-
znaniem, i mogg wowczas stwarza¢ problemy diagnostyczne. Tego typu
trudnosci rozpoznania réznicowego ukazuje analiza kliniczno-patologiczna
przypadku, w ktérym neurologicznie dominowal zespél opuszkowy.

OPIS PRZYPADKU

Chory Z. J., lat 75 (nr ks. gl. 5496/318) zostal przyjety do Oddzialu
Neurologicznego Szpitala Grochowskiego w Warszawie z powodu nara-
stajacych od dwdch miesiecy zawrotow glowy, zaburzen réwnowagi i wy-
stgpienia dyzartrii. W badaniu neurologicznym stwierdzono: po stronie
prawej — niedowlad podniebienia i niedowlad konczyny dolnej; po stro-
nie lewej — osrodkowe uszkodzenie nerwu VII i niedowlad polowiczy
z wygérowaniem odruchoéw bez objawdéw patologicznych. Napiecie mies-
niowe bylo symetrycznie wzmozone czterokonczynowo. Chory byl przy-
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mroczony, spowolniaty psychoruchowo, nie spelnial polecen, co uniemozli-
wialo wykonanie préb mézdzkowych i ocene czucia. Gorgczkowal do 38°.
W badaniu internistycznym rozpoznano nadcis$nienie tetnicze i przewlek-
13 niewydolno$¢ krgzenia. W badaniach dodatkowych stwierdzono: leu-
kocytoze 9600, biatkomocz, erytrocyturie, w ekg — cechy przerostu i nie-
dotlenienia lewej komory serca. Naklucie ledzwiowe: ci$nienie plynu
mozgowo-rdzeniowego podwyzszone, sklad plynu prawidlowy. W od-
dziale stan pacjenta byl ciezki, narastaly zaburzenia $wiadomosci, az do
Spigezki. Wystgpily objawy kliniczne zapalenia ptuc. W czwartej dobie
pobytu w szpitalu chory zmarl wsréd objawéw niewydolnosci krgzenio-
wo-oddechowej.

Rozpoznanie kliniczne: miazdzyca uogélniona, szczegdélnie modzgu, nad-
cisnienie tetnicze, naczyniopochodne ogniskowe uszkodzenie rdzenia prze-
dluzonego, zwyrodnienie miazdzycowe mie$nia sercowego w okresie nie-
wydolno$ci krgzenia, przewlekle zapalenie miedniczek nerkowych i pe-
cherza, odoskrzelowe zapalenie pluc przed koncem zycia.

Na sekcji ogoélnej stwierdzono: rak plata gérnego pluca prawego
z przerzutami do weziéw chlonnych srédpiersia okolotchawiczych, zapa-
lenie ropne tchawiczo-oskrzelowe, przerost komory serca lewej, blizna po
zawale miesnia sercowego w okolicy Sciany bocznej komory lewej, zwy-
rodnienie tluszczowe watroby, zapalenie pecherzyka zoélciowego i drog
z6lciowych, zapalenie miedniczek nerkowych krwotoczne, cze¢sciowo wrzo-
dziejgce, gruczolak prostaty, uogélniona miazdzyca tetnic.

Badanie neuropatologiczne: mézg po utrwaleniu w formalinie wazyl
1050 g, makroskopowo stwierdzono przekrwienie opon, zanik moézgu nie-
wielkiego stopnia, miazdzyce II stopnia naczyn podstawy. Na przekro-
jach widoczne bylo przekrwienie, zatarty rysunek w opuszce srodkowej
po stronie prawej. Do badania mikroskopowego pobrano wycinki z pla-
ta potylicznego, zwojow podstawy i wzgérza, mostu, opuszki srodkowej
i dolnej oraz moézdzku. Skrawki barwiono: hematoksyling-eozynag, fiole-
tem krezylu, metodami Heidenhaina i van Gieson.

Badanie mikroskopowe: najwieksze zmiany obejmowaly pien moézgu
i kore moézdzku. Zesp6l zmian zapalnych pod postacig naciekéw limfocy-
tarnych okolonaczyniowych (ryc. 1) oraz rozsianych grudek mikroglejo-
wych (ryc. 2) wystepowal w pniu i byl szczegélnie nasilony w jadrze
oliw opuszki, i ich otoczeniu oraz w jgdrach mostu. Nieliczne nacieki
-okolonaczyniowe obserwowano podwysciétkowo przy komorze III (ryc. 3)
i wokét rogu tylnego komory bocznej oraz w istocie bialej plata potylicz-
nego i moézdzku. Poza tym stwierdzono w korze moézgu rozsiane ubytki
neuronalne i zmiany zwyrodnieniowe zachowanych neurocytéw. Podko-
rowo widoczne bylo zageszczenie gleju o typie glejozy izomorficznej.
W istocie bialej plata potylicznego wystepowaly liczne naczynia z za-
znaczonymi wokoé! nich cechami obrzeku z pojedynczymi makrofagami
‘wypelnionymi hemosyderyng w poszerzonych przestrzeniach okolonaczy-
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Ryc. 1. Opuszka. Okolonaczyniowy naciek limfocytarny w jadrze oliwki. Fiolet
krezylu. Pow. 200 X

Fig. 1. Medulla oblongata. Lymphocytic perivascular cuffing in the olivary nucleus.
Cresyl violet. X 200

Ryc. 2. Opuszka. Grudka mikroglejowa w jadrze oliwki. Fiolet krezylu. Pow.
200 X

Fig. 2. Medulla oblongata. Microglial nodule in the olivary nucleus. Cresyl violet.
X
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niowych. Na tym tle widoczne byly dwa ogniska demielinizacji z inten-
sywnym odczynem astrogleju wyrazajgcym sie obecnoscig przerosnietych
postaci astrocytéw. Zmiany w moézdzku polegaly na ogniskowym zaniku
komoérek Purkiniego i przerzedzeniu warstwy ziarnistej (ryc. 4), bardziej
nasilonych w korze pétkul, niz w robaku. Stwierdzone zmiany pozwolily
rozpoznac¢ zespél zapalenia moézgu i cerebellopatie w przebiegu raka ptuc.

OMOWIENIE

Przedstawiony przypadek dotyczyl 75 letniego pacjenta z objawami
zespolu opuszkowego, bez cech klinicznych choroby nowotworowej. Po-
deszty wiek chorego, brak objawow procesu zapalnego, prawidlowy piyn
mozgowo-rdzeniowy, krotki, burzliwy przebieg choroby sugerowal na-
czyniopochodne uszkodzenie pnia moézgu. Badanie neuropatologiczne po-
twierdzilo zgodnos$¢ objawdéw klinicznych z lokalizacjg zmian w UN, ale
wskazalo na inny patomechanizm zaburzen obserwowanych u pacjenta.
Stwierdzone zmiany histopatologiczne charakterystyczne dla encephali-
tis topografig przypominaly kleszczowe zapalenie mézgu (Osetowska 1974).
W zwigzku ze stwierdzonym w autopsji rakiem pluca rozpoznano u cho-
rego zesp6l paranowotworowego zapalenia moézgu. Zmiany w moézdzku
obserwowane w naszym przypadku potraktowano jako paranowotworo-
we zwyrodnienie moézdzku. Ogniska demielinizacji napotykane w istocie
biatej plata potylicznego byly nieduze i umiejscowione w okolicy ze
zmianami wskazujagcymi na nawracajgcy obrzek. Trudno jest wiec dysku-
towa¢ o ich powigzaniu z paranowotworowymi zespolami, w przebiegu
ktérych byta opisywana demielinizacja (Nowacki i wsp. 1984).

Wystepowanie zmian zapalnych i zwyrodnieniowych w UN w prze-
biegu zlosliwych nowotworéw narzadéw wewnetrznych stwierdzano od
dawna i przedstawiano rézne hipotezy na temat przyczynowego powig-
zania tych zaburzen. Greenfield (1934) uwazal, ze zmiany zapalne sg
wtornym odczynem na zmiany zwyrodnieniowe w UN. Wedlug Hensona
i Russela (1954) zmiany zapalne w UN mialy by¢ pierwotne i przypu-
szczalnie o etiologii wirusowej. Badania kliniczno-patomorfologiczne, wi-
rusologiczne, immunologiczne i do$wiadczalne prowadzone w ciggu na-
stepnych lat nie rozstrzygnely ostatecznie przyczyny paranowotworo-
wych zespoléw neurologicznych (Dietl i wsp. 1982). Obecnie uwaza sie,
ze zespoly te powstaja w wyniku autoagresyjnego uszkodzenia UN
w przebiegu choroby nowotworowej. Hipoteze te popiera obecno$¢ prze-
ciwcial przeciwko komoérkom Purkiniego i komoérkom ziarnistym moz-
dzku stwierdzana w plynie moézgowo-rdzeniowym i surowicy chorych
z paranowotworowym zwyrodnieniem moézdzku (Jaeckle i wsp. 1985;
Greenlee, Lipton 1986). Mechanizm powstania przeciwcial przeciwko ko-
moérkom nerwowym nie jest wyjasniony. Prawdopodobne jest powstanie
takiej odpowiedzi immunologicznej na antygen wytwarzany przez nowo-
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twor (Kearsley i wsp. 1985). Wydaje sig, ze badania prowadzone w celu
wyjasnienia przyczyny - paranowotworowych zespoléw neurologicznych
moga mie¢ rowniez znaczenie dla okreslenia etiologii nowotworéw.

A SYNDROME OF PARANEOPLASTIC ENCEPHALITIS

Summary

The communication concerns the case of a 75-year-old man in whom damage
to the brain stem of vascular origin was clinically diagnosed. Autopsy revealed
cancer of the right lung and inflammatory changes in the brain, localized mainly
in the medulla oblongata, and degenerative changes in the cerebellum. The changes
found in the central nervous system were considered as paraneoplastic. It is
stressed that damage to the nervous system of this kind may appear earlier before
the basic disease is discovered, thus creating diagnostic difficulties. Recent views
on the pathomechanism of paraneoplastic changes in the nervous system are
presented.

CUHIPOM TITAPAHEOITJIABMATUYECKOI'O BOCITAJIEHUS MO3TrA

Pe3rome

Tlpencrasien ciay4aif 75-1€THET0 MyXYHHBI C KIMHAIECKAM JHATHO30M COCYIHCTOrO NMOBPEX-
JIEHUsI CTBOJIA MO3ra. BCKPHITHE M HEBPONATOJIOTHYECKOE MCCIENOBaHHE OOHAPYXHIIO KapIHHOMY
NPaBOro JIErKOro, CHMIITOMBI BOCHAJIEHHs] MO3rd, JIOKAJIW3HPOBaHHbIE TIIaBHBIM 06pa3oM B mpo-
JIOJITOBATOM MO3TY M IereHepalMOHHBIE H3MEHEHHS B MO3XKe4Yke. DTH W3MCHEHHsA ObUIM OLEHEHBI
KaK IpOsIBJIEHHE NMapaHeoIa3MaTHIecKoro mpouecca. [Log4epKuBaeTcs, YTO TAKHE MOBPEXKICHHS
HEPBHOM CHCTEMBI MOTYT IOSIBJIATHCS PAHBINE, YEM AMATHO3 OCHOBHOM OOJIC3HH, NPHYMHSASA JHa-
THOCTHYECKHE 3aTpyaHeHus. IIpeacTaBiieHsl, KpOME TOrO, aKTyasbHble BO33PEHHsl HAa CYET HaTo-
MeXaHH3Ma NapaHeIIa3MaTHYECKHX H3MEHEHHH B HEPBHOM cHCTEMeE.
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PRZEMYSLAW NOWACKI

W SPRAWIE MECHANIZMU POWSTAWANIA
ROZLEGLYCH NACIEKOW BIALACZKOWYCH W MOZGOWIU

Klinika Neurologii Instytutu Choréb Ukladu Nerwowego i Narzadéw Zmyslow
Pomorskiej Akademii Medycznej, Szczecin

U chorych zmarlych z powodu bialaczki czesto obserwuje sie w moz-
gowiu miejsca zawierajgce liczne, geste, ostro odgraniczone od tkanki
nerwowe]j nacieki bialaczkowe, ktéorym zawsze towarzysza krwotoki $rod-
migzszowe, podczas gdy w innych okolicach osrodkowego ukladu nerwo-
wego (OUN) tego typu nacieki wystepujg rzadko. Wczesniej na to zja-
wisko zwrdcili uwage Mossakowski i wsp. (1962). Dotychczas nie usta-
lono, czy rozlegle, geste skupienia naciekdw bialaczkowych ulegaja
ukrwotocznieniu, czy tez rozwijajg sie w wyniku skazy krwotocznej. Nie
wiadomo takze, w jakim okresie choroby pojawiajg si¢ one w OUN.

Celem pracy jest proba ustalenia mechanizmu prowadzgcego do po-
wstawania gestych rozleglych naciekéw biataczkowych w mézgowiu oraz
odpowiedz na pytanie, jakie majg one znaczenie kliniczne?

MATERIAL I METODY

Przebadano moézgowia 100 os6b obu plci, w wieku 17—74 lata ($red-
nia wieku — 40,7 lat), leczonych i zmartych z powodu bialaczki w Kli-
nice Hematologii PAM w Szczecinie w latach 1976—1984. W 63 przypad-
kach rozpoznano ostrg bialaczke mieloblastyczng, w 13 przypadkach —
ostrg bialaczke mielomonocytoidalng, w 24 przypadkach — przelom bla-
styczny przewleklej bialaczki szpikowej. Metodyke badan majgcych na
celu ustalenie typu bialaczki oraz badan neuropatologicznych przedsta-
wiono we weczesniejszym opracowaniu (Nowacki i wsp. 1982).

WYNIKI

Wyodrebniono trzy grupy przypadkéw: 1 — z krwotokami i nacieka-
mi bialaczkowymi w mozgowiu, 2 — z krwotokami bez naciekéw bia-
laczkowych w mézgowiu, 3 — z naciekami bialaczkowymi bez krwoto-
kéw moézgowych.

8 — Neuropatologia Pol. 2/87
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Grupa 1. Przypadki z krwotokami i naciekami bialaczkowymi

W 17 przypadkach (60,7%0), sposréd 28 skladajacych sie na te gru-
pe, wystepowaly w krwotokach i w ich najblizszym sgsiedztwie nacieki
bialaczkowe osiggajgce $rednice do okolo 600 mikrometréw. Byly one
okragle lub owalne. W glebi ognisk krwotocznych wykazywaly one ten-
dencje do zlewania sie. W wiekszosci naciekéw w krwotokach komorki
bialaczkowe wykazywaly cechy zwyrodnienia, ich jgdra byly obrzmiale,
blade o zatartym rysunku chromatyny (ryc. 1). Liczba naciekéw bialacz-
kowych w krwotokach siegala od kilku do kilkudziesieciu w 1 cm?.

W bezposrednim sgsiedztwie ognisk krwotocznych nacieki bialaczko-
we mialy ksztalt owalny, czasami wrzecionowaty i ukladaly sie réwno-
legle do granicy wynaczynienia. Ich struktura byla podobna do struktu-
ry gestych regularnych naciekow w innych okolicach mézgowia. Nacie-
kow tego typu w sgsiedztwie wynaczynienia bylo jednak niewspéimier-
nie duzo w poréwnaniu z pozostalymi okolicami moézgowia, w ktérych
wystepowaly one pojedynczo lub nie stwierdzono ich wcale. Wigkszos¢
naciekéw otoczona byla rgbkiem krwotocznym (ryc. 2). Zwykle zlewaly

b ]
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Ryc. 1. Zwyrodnienie komérek bialaczkowych w ognisku krwotocznym. Obrzmiale,
jasne jadra ubogie w chromatyne. Fiolet krezylu. Pow. 240 X

Fig. 1. Degeneration of leukemic cells in hemorrhagic focus. Swollen, clear nuclei
poor in chromatin. Cresyl violet. X 240

Ryc. 2. Pojedynczy, gesty naciek bialaczkowy otoczony ragbkiem krwotocznym
w istocie biatej ptata czolowego. H—E. Pow. 63 X

Fig. 2. Single, dense leukemic infiltration surrounded by hemorrhagic border in
the white matter of frontal lobe. H—E. X 63

sie one z gléwng masg ogniska krwotocznego (ryc. 3). W miejscach od-
leglych od ogniska krwotocznego obserwowano najczesciej drobne i sred-
niej wielkosci nacieki bialaczkowe wypelniajgce niewielkg cze$¢ prze-
strzeni okolonaczyniowej. Leukocytoza we krwi w okresie bezposrednio
poprzedzajagcym zgon chorego wynosila w opisanych przypadkach od 104
do 498 G/L.

W 11 przypadkach (39,3%0) w krwotokach mézgowych skupiska ko-
morek bialaczkowych byly znacznie mniejsze i utworzone z mniej gesto
ulozonych komoérek (ryc. 4) niz w opisanych powyzej naciekach w ogni-
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Ryc. 3. Liczne ukrwotocznione nacieki bialaczkowe zlewajgce sie z gloéwng masg
wynaczynienia (lewa strona ryciny) H—E. Pow. 63 X

Fig. 3. Numerous hemorrhagic leukemic infiltrations merging with the main ex-
travasation mass (left side of Figure). H—E. X 63
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Ryc. 4. Pojedyncze, rzadkie skupiska komérek bialaczkowych w rozleglym ognisku
krwotocznym. H—E. Pow. 63 X

Fig. 4. Single, rare leukemic cells concentrations in the extensive hemorrhagic
focus. H—E. X 63

skach krwotocznych. Mniej bylo tez takich skupisk w poszczegélnych
krwotokach. W wymienionych przypadkach poza skupiskami w krwoto-
kach, komorki bialaczkowe nie tworzyly naciekéw w moézgowiu. War-
tos¢ leukocytozy we krwi w tych przypadkach w okresie przed zgonem
chorego miescila sie w granicach 24—38 G/L, w 1 przypadku — 88 G/L.
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Grupa 2. Przypadki z krwotokami bez naciekéw biataczkowych

W 27 przypadkach stwierdzono w moézgowiu réznej wielkosci ogni-
ska krwotoczne, polozone zwykle w istocie biatej pétkul moézgu, rzadziej
pnia moézgu. W moézdzku krwotoki wystepowaly czesciej w korze. Na-
ciek6w bialaczkowych w moézgowiu w tej grupie przypadkéw nie obser-
wowano. Wartos¢ leukocytozy bezposrednio przed zgonem wynosila w tej
grupie chorych od 0,7 do 18 G/L.

Grupa 3. Przypadki z naciekami bialaczkowymi bez krwotokéw

W 15 przypadkach obserwowano réznego stopnia leukocytoze i okolo-
naczyniowe nacieki biataczkowe w moézgowiu, proporcjonalnego do war-
tosci leukocytozy. W Kkilku przypadkach z bardzo wysoka leukocytozg
stwierdzono pojedyncze geste nacieki bialaczkowe ostro odgraniczone od
otoczenia, podobne do opisanych w grupie 1.

W 30 przypadkach nie stwierdzono krwotokéw i obecnosci komoérek
bialaczkowych w moézgowiu.

OMOWIENIE

Jedng z postaci skupisk komorek bialaczkowych w moézgowiu sa geste
nacieki dobrze odgraniczone od tkanki nerwowej. Zdaniem wielu auto-
réow (Mossakowski i wsp. 1962; Heinrich i wsp. 1975; Nowacki i wsp.
1982) sa to okolonaczyniowe nacieki bialaczkowe, ktorych kontaktu z na-
czyniem nie udaje sie uchwyci¢ ze wzgledu na ich znaczne rozmiary.
Istotng role w powstawaniu tego typu naciekéw bialaczkowych przypi-
suje si¢ wysokiej leukocytozie we krwi i leukostazie w naczyniach moéz-
gu (Heinrich i wsp. 1975; Iwanowski i wsp. 1985). Freireich i wsp. (1960)
stwierdzili geste nacieki bialaczkowe ostro odgraniczone od tkanki ner-
wowej tylko w przypadkach z leukocytozg przekraczajacg 200 G/L. W na-
szym materiale nacieki takie obserwowano jedynie w przypadkach,
w ktorych leukocytoza pod koniec zycia chorego wyniosla przynajmniej
104 G/L. Scisly zwigzek tego typu naciekéw z leukocytoza i leukostaza
wskazuje na ich krwiopochodny i okolonaczyniowy charakter. Mozna
bowiem przyja¢, ze tylko w przypadkach z bardzo wysokg leukocytozg
(ponad 100 G/L) panujg dogodne warunki do tworzenia sie tak masyw-
nych biataczkowych naciekéw okolonaczyniowych, ze nierzadko nie uda-
je sie wykaza¢ ich zwigzku z naczyniem.

W przypadkach z leukocytozg przekraczajgcg 100 G/L ogniska krwo-
toczne w moézgowiu zawsze wspolistnialy z rozleglymi, zlewajgcymi sie
naciekami bialaczkowymi wewngtrz wynaczynienia i licznymi gestymi
naciekami w bezposrednim jego sgsiedztwie. W pozostatych okolicach
mozgowia wystepowaly jedynie pojedyncze, geste nacieki ostro odgrani-
czone od otoczenia, podobne do spotykanych w poblizu ognisk krwotocz-
nych. Odnosi sie wrazenie, ze tak wyrazna dysproporcja w rozmieszcze-
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niu tego typu naciekéw wynika z wzajemnej zaleznosci naciekow i ska-
zy krwotocznej. Geste nacieki bialaczkowe uciskaja na otaczajace tkanki
powodujgc ich niedokrwienie, w wyniku ktérego zwieksza si¢ przepusz-
czalnos¢ naczyn. Dlatego tez nacieki takie zwykle otoczone sg rgbkiem
krwotocznym (Phair i wsp. 1964; Heinrich i wsp. 1975). Woko6t ukrwo-
tocznionych naciekéw narastajg zaburzenia krgzenia w sieci drobnych
naczyn, zwlaszcza wlosowatych (Groch i wsp. 1954). Dochodzi do prze-
krwienia i zwolnienia przeplywu krwi, przez co nasilajg sie warunki
sprzyjajace dalszemu powstawaniu wynaczynien oraz leukostazie i prze-
nikaniu komorek biataczkowych do przestrzeni okolonaczyniowej. Kolej-
ne ukrwotocznione nacieki zostaja pochloniete przez powstale wczesniej
ognisko krwotoczne, ktérego masa stopniowo wzrasta. W wyniku na-
rastajgcego przekrwienia i niedotlenienia kolejnych naczyn coraz wiecej
komoérek bialaczkowych wydostaje sie poza naczynia, tworzgc nastepne
nacieki, ktére takze zostajg pochloniete przez gléwng mase wynaczynie-
nia. Wytwarza sie rodzaj reakcji lawinowej, w wyniku czego krwotoki
mozgowe osiggaja znaczne rozmiary (10—12 cm) (schemat 1). Wymienio-
na reakcja zostaje zapoczatkowana prawdopodobnie na krotko przed zgo-
nem chorego (kilkanascie godzin ?) i trwa do jego S$mierci. W obrazie
klinicznym u chorych z opisanymi wyzej zmianami neuropatologicznymi
wystepuja objawy szybko narastajacego krwotoku moézgowego, prowa-
dzacego do zgonu. Spostrzezenia kliniczne przemawiajg na korzys¢ pogla-
du o tworzeniu sie licznych ukrwotocznionych naciekéw biataczkowych
w wyniku skazy krwotocznej pod koniec zycia chorego. Malo prawdo-
podobne wydaje sig, by rozlegle, geste nacieki tworzyly sie we wczesniej-

Schemat 1: Prawdopodobny mechanizm powstawania rozleglych naciekéw biatacz-
kowych w mozgowiu

3 z Niedotlenienie
Wyrazna Pojedyncze, geste . i
Wysoks —> leukostaza ——> nacieki uciskajgce na —> fisanki nerwowe]
leukocytoza , 2 H A ¥ i naczyn wokot
w mobzgowiu otaczajgce tkanki ]
naciekow
ZABURZENIA Wzrost przepusz-
KRZEPNIECIA czalno$ci $ciany
I naczyniowej
; Tworzenie sie no-
Poszerzenie

wych naciekow

strefy niedo- ~—> i ich ukrwotocz-

tlenienia tkanek

nienie
T Zlewanie sie ‘
ukrwotocznionych «——
naciekow
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szym okresie choroby, nie wywolujgc objawéw Kklinicznych. Wczesniej
bowiem u tych chorych nie stwierdza sie objawow, ktére by wskazywaty
na wystepowanie w moézgowiu tego rodzaju naciekéw. Pojedyncze nacie-
ki bialaczkowe o opisanym wyzej charakterze pojawiaja sie w moézgo-
wiu prawdopodobnie w kazdym okresie wysokiego wzrostu leukocytozy
(Nowacki 1986), ale nie wywolujg uchwytnych objawéw neurologicz-
nych.

Nieliczne, rzadkie skupiska komoérek bialaczkowych w rozleglych
krwotokach moézgowych powstaja prawdopodobnie na innej drodze.
W przypadkach z niewielkim lub umiarkowanym wzrostem leukocytozy
komorki bialaczkowe nie tworzg gestych naciekéw okolonaczyniowych,
lecz wydostaja sie z naczyn w czasie krwawienia i gromadzg sie w ogni-
sku krwotocznym w rzadkie skupiska dzieki zdolnosci do leukergii.

WNIOSKI

1. Geste nacieki bialaczkowe ostro odgraniczone od otoczenia, wy-
stepujace w moézgowiu, s3 masywnymi naciekami okolonaczyniowymi,
ktorych kontaktu z naczyniem nie udaje sie uchwyci¢. Powstajg one
w okresie wysokiego wzrostu leukocytozy we krwi.

2. Skaza krwotoczna i zaburzenia krgzenia woké! pojedynczych, ge-
stych naciekoéw bialaczkowych, uciskajgcych na otaczajgce tkanki, sg
przyczyng powstawania kolejnych naciekéw, zlewajacych sie w rozlegle
ogniska krwotoczne.

3. Rozlegle skupiska ukrwotocznionych naciekéw biataczkowych
w mozgowiu pewstajag prawdopodobnie pod koniec zycia chorego, wy-
wolujgc objawy szybko narastajgcego krwotoku mézgowego.

CONSIDERATIONS ON THE MECHANISM LEADING
TO EXTENSIVE LEUKEMIC INFILTRATIONS IN THE BRAIN

Summary

Neuropathological investigations were performed in 100 cases of nonlympho-
blastic leukemias in adults. We have tried to determine the mechanism leading
to extensive aggregations of hemorrhagic leukemic infiltrations in the brain and
their participation in evoking neurological signs. Extensive aggregations of nu-
merous hemorrhagic leukemic infiltrations were encountered only in cases with
hemorrhagic diathesis and leukocytosis above 104 G/L. In patients with high leuko-
cytosis without diathesis we observed only single dense leukemic infiltrations. It
seems, that hemorrhagic diathesis and disturbances of circulation around single
leukemic infiltrations by compressing the neighbouring tissues lead to the occur-
rence of numerous infiltrations. In this way aggregations of hemorrhagic leukemic
cells reach considerable dimensions and resemble typical extensive hemorrhages.
This phenomenon appearing probably late in life, may lead to death among neuro-
logical signs of cerebral hemorrhage.
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I1IO BOIIPOCY MEXAHWU3MA BO3HMKHOBEHUA OBIIMPHBIX
JIEMKEMUYECKUX MHOWIIBTPATOB B MO3I'Y

Pe3ome

IIpoBeneHO HeBpoOmaToOJIOTHYECKoe HMccienosanue 100 ciydaeB HemamdoOiacTHYECKHX Jei-
KEMHH y B3POCIIBbIX, TPOOysl BBISICHATH MEXaHA3M BEeAYIIHi K OOMHPHBIM HAKOIUICHHSAM reMoppa-
THYECKAX JIeHKEeMAYECKAX HHGHIBTPATOB B MO3Ty M HMX YYAaCTHS B BO3HHKHOBCHHIO KIIMHHYEC-
KHX CHMNTOMOB NOBPEX/ICHHS LIEHTPAIbHOM HEepBHOM cucTeMbl. OOMHMpHBIE HAKOIIEHUS TEMOppa~
THYECKHX CIIMBAFONIUXCS JISWKEeMAYECKAX HHOWIHTPATOB OBLIA KOHCTATHPOBAHBI TOJBKO B CITy4asix
C reMOpParm4ecKuM JMATe30M H JIeHKouaTo30M Bblmre 104 r/n. V 6onpHBIX 63 reMopparn4eckoro
Iuare3a, HeCMOTPSA Ha GOJBIION JIEHKOIATO3 B KPOBH, B MO3TY MOSIBISUTHCH TOJIKO €IMHHYHBIC
rycThle JeiikeMHuYeckne HHGUIBTPATEI, PE3KO OTHEICHHBIE OT OKpYXAlomlel cpelbl. Y CTaHOBJICHO,
YTO reMOpPparAyYecKuii AuaTe3 ¥ HapyIIeHHs: KPOBOOOPAIICHUS! BOKPYT €HHHYHBIX JISHKEMHYECKUX
MHGHIBTPATOB B MO3Ty BeIyT K BOZHAKHOBEHHIO BCE OOJBIIErO KOMAYECTBA HHPHILTPATOB MyTEM
nenHoi peaknuy. [IpHYAHSETCS 3TO K TOMY, YTO HAKOIUICHHsI BHYTPH MO3TOBBIX T€MOPPAard4ecKux
MHOWIBTPATOB JOCTHTAIOT 3HAYMTENBHON BENMYAHBI, WMHTHPYS OOIIMPHBIE KPOBOM3ITHSHHSA.
OnucaHHBIC ABJICHAS] BOSHAKAIOT BEPOSATHO B KOHLE XHU3HH OOJBHOrO M BEAYT K CMEPTH, C CHMITO-
MaMH TSXKEJIOTO0 MO3TOBOTO KPOBOW3JIASHHS.
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PRZEMYSEAW NOWACKI

UDZIAL KOMOREK BIALACZKOWYCH W POWSTAWANIU
KRWOTOKOW DO OSRODKOWEGO UKELADU NERWOWEGO
W BIALACZKACH NIELIMFOBLASTYCZNYCH U DOROSLYCH

Klinika Neurologii Instytutu Choréb Ukladu Nerwowego i Narzadéw Zmysiow
Pomorskiej Akademii Medycznej, Szczecin

Krwotoki do osrodkowego ukladu nerwowego (OUN) sg czestym
i zwykle Smiertelnym powiklaniem biataczki. Mechanizm skaz krwotocz-
nych w bialaczkach jest zlozony; najwieksze znaczenie przypisuje sie
matoplytkowosci i niedoborowi czynnikéw krzepniecia w osoczu (Gaydos
i wsp. 1962; Friedman i wsp. 1964; De Queiroz 1978). Dotychczas nie
ustalono, jakg role w powstawaniu krwotokéw mozgowych odgrywajg
komorki bialaczkowe. Wielu zwolennikéw ma teoria wigzaca krwotoki
do OUN z zajeciem ukladu nerwowego przez komorki bialaczkowe (Si-
mone i wsp. 1972; Hoagland, Perry 1976). Niektérzy autorzy uwazaja,
ze krwotoki sg spowodowane uszkodzeniem $cian naczyniowych przez
komorki bialaczkowe, a zaburzenia krzepniecia ulatwiajg jedynie prze-
nikanie krwi poza zmienione naczynia (Groch i wsp. 1954; Moore i wsp.
1960; Phair i wsp. 1964). Inni autorzy sg zdania, ze w powstawaniu krwo-
tokéw biorg udzial zaré6wno zaburzenia hemostazy, jak i nacieki bialacz-
kowe OUN (McCormick 1973; Pedal, Oehmichen 1981; Lawinska i wsp.
1982). Wreszcie trzecia grupa badaczy uznaje za przyczyne krwotokow
jedynie zaburzenia krzepniecia (Bernard i wsp. 1964; Zukowskaja, Chwa-
towa 1973).

Celem pracy jest proba ustalenia, jaka role odgrywaja komérki bia-
laczkowe w etiopatogenezie krwotokow do OUN w biataczkach nielim-
foblastycznych u dorostych.

MATERIAL I METODY

Przebadano moézgowia 51 os6b obu plci w wieku 17—68 lat (Srednia
wieku — 38,4 lata), zmarlych z powodu biataczki w latach 1976—1984
w Klinice Hematologii PAM. W 32 przypadkach rozpoznano ostra bia-
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laczke mieloblastyczng, w 6 przypadkach — ostrg bialaczke mielomono-
cytowa, w 13 przypadkach — przelom blastyczny przewleklej bialtaczki
szpikowej. Typ biataczki ustalano na podstawie badania morfologicznego
szpiku 1 krwi oraz cytoenzymatycznych blastow (reakcja peroksydazowa
metodg Sato i reakcja na obecnos¢ esterazy naftylo-octanowej) i cyto-
chemicznych (reakcja PAS) *. Badania neuropatologiczne przeprowadzono
po utrwaleniu materialu w 8% roztworze formaliny. Preparaty uzyskane
z bloczkow parafinowych barwiono fioletem krezylu, hematoksyling-eo-
zyng oraz metodg PAS. Opracowanie statystyczne materialu wykonano
przy uzyciu wspolczynnika Yulea.

WYNIKI

Badanie neuropatologiczne obejmuje przypadki, w ktérych nie stwier-
dzono mikrozakrzepéw w OUN (udzial wykrzepiania wewngtrznaczynio-
wego w powstawaniu krwotokéw moézgowych zostanie omoéwiony w in-
nym opracowaniu).

Krwotoki moézgowe i podpajeczynowkowe wystepowaly znacznie cze-
$ciej w przypadkach z komoérkami biataczkowymi w OUN, niz u cho-

przypadki bez krwotokow
e cases without hemorrhages
przypadki przypadki z krwotokami mnogimi
z krwotokam cases with disseminated hemorrhages
cases przypadki z krwotokami pojedynczymi
with hemorrhages SR cases with single hemorrhages

N

21
70%

17
81%

30%

NN

przypadki z komorkami przypadki bez komorek

biataczkowymi w OUN (30) biataczkowych w OUN (21)
cases with leukemic cases without leukemic
cells in CNS (30) cellsin CNS (21)

Ryc. 1. Komoérki bialaczkowe w oSrodkowym ukladzie nerwowym, a wystepowanie
krwotokéw $réodmoézgowych i podpajeczynéwkowych
Fig. 1. Leukemic cells in the central nervous system and occurrence of intra-
cerebral and subarachoidal hemorrhages

* Badania wykonano w Klinice Hematologii PAM w Szczecinie.
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rych, u ktérych w badaniu po$miertnym nie stwierdzono komoérek bia-
taczkowych w moézgowiu i oponach migkkich (Q = 0,82: zaleznos¢ dodat-
nia i bardzo wysoka). W grupie przypadkéw z komoérkami bialaczkowymi
w OUN nieco wieksza byla réwniez liczba krwotokéw o charakterze roz-
sianym (ryc. 1). Z przedstawionych danych na rycinie 1 wynika, Zze wpraw-
dzie grupa przypadkow ze wspolistnieniem krwotokéw i skupisk komod-
rek bialaczkowych w moézgowiu i oponach migkkich jest najliczniejsza
(21 przypadkow), ale obok niej wystepuja przypadki badz tylko z krwo-
tokami (4 przypadki), badz jedynie ze skupiskami komorek biataczko-
wych w OUN (9 przypadkéw). Wokot naczyn z leukostazg i niewielkimi
bialaczkowymi naciekami okolonaczyniowymi nie obserwowano cech
krwawienia (ryc. 2). Geste nacieki bialaczkowe w mozgowiu, uciska-

Ryc. 2. Masywna leukostaza w poszerzonym, cienko$ciennym naczyniu zylnym.
Wok6t naczynia brak cech krwawienia. H—E. Pow. 100X
Fig. 2. Massive leukostasis in enlarged, thinwalled vein. No hemorrhagic features
around the vessel. H—E. X 100

jace otaczajgca tkanke, otaczal zwykle wyrazny rabek krwotoczny (ryec.
3). W utkaniu tego typu naciekow krwinki czerwone nie wystepowaly,
badZz ich ilosé byla niewielka (ryc. 4). Geste nacieki otoczone rabkiem
krwotocznym, zlewajgce sie zwykle z glowng masa wynaczynienia, ob-
serwowano przede wszystkim wokél duzych ognisk krwotocznych. W ob-
rebie krwotokéw wystepowaly roéwmiez liczne, rozlegle nacieki bialacz-
kowe.



Ryc. 3. Geste nacieki bialaczkowe w istocie bialej poétkuli mézgu otoczone rgbkiem
krwotocznym. H—E. Pow. 63 X
Fig. 3. Dense leukemic infiltrations in the white matter of the cerebral hemisphere
surrounded by a hemorrhagic border. H—E. X 63

Ryc. 4. Gesty naciek bialaczkowy $ciSle przylegajacy do otaczajgcej tkanki nerwo-

wej. W utkaniu nacieku nie wystepujg krwinki czerwone. H—E. Pow. 240 X

Fig. 4. Dense leukemic infiltration closely adjoin to the surrounding nervous tissue.
No red cells within the infiltration. H—E. X 240
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W przypadkach z wysokg leukocytozg, w ktorych obserwowano krwo-
toki do OUN, niedoboér pltytek krwi byl mniejszy, niz w przypadkach
z niskg lub nieznacznie podwyzszong leukocytoza (tab. 1).

Tabela 1. Leukocytoza i poziom plytek krwi u pacjentow z krwotokami do OUN
Table 1. Leukocytosis and platelet count in patients with CNS hemorrhages

Poziom plytek krwi

Leukocytoza (tys. w mm?3)

Leukocytosis Platelet count

(% 1000/mm?)
ponizej 15 G/L 2 —60
below 15 G/L X =16
powyzej 150 G/L 8 — 160
above 150 G/L o= d73

OMOWIENIE

Odpowiedz na pytanie, jakg role odgrywaja komorki biataczkowe
w powstawaniu krwotokéw do OUN, zawarta jest by¢ moze w charakte-
rystyce zmian krwotocznych i naciekow biataczkowych u poszczego6lnych
chorych. W przebadanym materiale wystepowaty przypadki z krwotoka-
mi i naciekami bialaczkowymi w OUN, z krwotokami bez wspoélistniejg-
cych naciekéw oraz z naciekami bez towarzyszacych im krwotokéw. Naj-
Itczniejszg grupe stanowily przypadki z krwotokami i komoérkami bia-
faczkowymi w OUN. W przypadkach tych woko6l naczyn, w ktérych
stwierdzono leukostaze, bagdz otoczonych niewielkimi naciekami biatacz-
kowymi, nie wystepowaly cechy krwawienia. Obserwowano je natomiast,
podobnie jak Mossakowski i wsp. (1962) oraz Heinrich i wsp. (1975), na
obrzezu gestych naciekéw bialaczkowych. Ze wzgledu na swg wielkosc
nacieki te rozpierajg przestrzen okolonaczyniowsg i uciskajg na otaczajaca
tkanke nerwowg i naczynia.

Powyzsze spostrzezenia sugeruja, ze komorki bialaczkowe biorg udzial
w powstawaniu krwotokéw do OUN w dwojaki sposéb. Z jednej strony,
geste, rozlegle nacieki uciskajg na tkanke nerwowsg, wywolujac w swym
bezposrednim sgsiedztwie zastdj, przekrwienie i niedotlenienie naczyn,
zwlaszcza wlosowatych. Na tego typu zmiany zwroécili wezesniej uwage
Groch i wsp. (1954). W wyniku opisanych zjawisk nacieki te zostajg oto-
czone strefg wynaczynienia. Ukrwotocznione nacieki zlewajg sie¢ w duze
ogniska krwotoczne na zasadzie reakcji lawinowej, ktérej prawdopodob-
ny mechanizm przedstawiono w innej pracy (Nowacki 1987). Z drugiej
strony, przenikanie komoérek bialaczkowych przez Sciane naczynia pro-
wadzi prawdopodobnie do oslabienia jej spoistosci. Stanowi to dodatko-
wy czynnik usposabiajgcy do powstawania ognisk krwotocznych.
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Warunkiem niezbednym do powstawania krwotokéw w OUN w bia-
laczkach sg jednak zaburzenia w ukladzie krzepniecia, natomiast sku-
piska komorek bialaczkowych pelnig jedynie role czynnika wydatnie
sprzyjajacego krwawieniom. Swiadczg o tym przypadki z krwotokami bez
komoérek bialaczkowych w moézgowiu i oponach miekkich oraz przypadki
z duzg iloScig komoérek bialaczkowych bez cech krwawienia do OUN.
Skupiska komoérek bialaczkowych nie powodujg bezposrednio krwawie-
nia, jednak bardzo zwiekszaja ryzyko krwotokéw, przy wspodlistniejg-
cych zaburzeniach w ukladzie krzepniecia. Stad tez, jak wykazaly nasze
obserwacje oraz wczesniejsze doniesienia Moora i wsp. (1960) i Niezabi-
towskiego (1965), krwotoki do OUN wystepuja najczesciej, gdy towarzy-
szg im nacieki bialaczkowe.

By¢ moze udzial komoérek bialaczkowych w powstawaniu krwotokéw
mozgowych polega takze na nacieczeniu szpiku, w wyniku czego docho-
dzi do matopltytkowosci (Uszynski 1977). Tym niemniej, u naszych cho-
rych z wysokg leukocytozg obserwowaliSmy mniejszy niedobér plytek,
niz w przypadkach z niewielkim wzrostem leukocytozy lub leukopenig.
Hoagland i Perry (1976) takze stwierdzili, ze w wiekszosci opisanych
przez nich przypadkéw Smier¢ wystepowala w okresie umiarkowanego
niedoboru ptytek krwi, cho¢ w innych okresach trwania choroby malo-
plytkowos¢ byla bardzo wyrazna.

WNIOSKI

1. W przebadanym materiale przewazaly przypadki, w ktérych krwo-
toki w OUN wspolistnialy z naciekami bialaczkowymi w moézgowiu i opo-
nach miekkich.

2. Zaburzenia w ukladzie krzepniecia wydajg sie najwazniejszg, o ile
nie jedyng przyczyng krwotokéw do OUN u chorych na biataczki nielim-
foblastyczne.

3. Przy istniejgcych zaburzeniach hemostazy nacieki biataczkowe
zwiekszaja ryzyko krwawienia do OUN.

ROLE OF LEUKEMIC CELLS IN EVOKING CENTRAL NERVOUS SYSTEM
HEMORRHAGES IN NONLYMPHOBLASTIC LEUKEMIAS IN ADULTS

Summary

In 21 cases out of 51 patients suffering from nonlymphoblastic leukemia, leu-
kemic cells and hemorrhages ocurred in the brain and meninges. In 9 cases only
hemorrhages were found, whereas in 4 leukemic cells appeared without hemor-
rhagic foci. Hemorrhages were noted mostly around dense leukemic infiltrations,
less frequently within them. There were no hemorrhagic changes around vessels
with leukostasis. It would seem that the hemorrhages into the central nervous
system may be due to hemostatic disturbances. Leukemic cells tend to induce
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hemorrhages in the central nervous system, probably as a consequence of reduced
compactness of the blood vessels at the beginning of formation of the leukemic
perivascular infiltrations, and of ischemic changes in the neighbouring tissue com-
pressed by increasing infiltration.

VYACTUE JIEMKEMUYECKUX KJIETOK B BO3HMKHOBEHUM KPOBOW3JIUSIHUM
B IIEHTPAJILHO HEPBHOM CUCTEME B HEJIMM®OBJIACTUYECKUX
JIEVMKEMUSIX V B3POCJIBIX

Pe3ome

Cpema 51 cioyyas memamdoOGnacTHYeCKnX Jielikemun GonmbHBIE B Bo3pacte 17—68 ner, B 21
cjlydae MOSIBAINCh B MO3TY M MATKAX 00O0JIOYKax JeiikeMHYecKHe KIETKH M KPOBOHM3IHSHASA B 9
Cily4asX TOJBLKO KPOBOH3JIHSHHS, 4 B 4 Ciy4asx — JieiikeMAyecKue KIeTKA Ge3 mpOSBIICHAS TeMO-
pparm4eckoro muate3a. CHMITOMBI KDOBOW3IASAHAS ObUTH HAMIEHBI BOKPYT TYCTBIX JIeHKeMHYeC-
KiX MHQHIBTPATOB, @ PeXe B mpejeie camux MHGWITpaToB. He ObUIO KPOBOM3IMASHHIA BOKDYT
COCYZIOB C JIEHKOCTa30M. MOXHO IyMaTb, YTO HAPYIICHUS CBEPTHIBAEMOCTH KPDOBH OTBETCTBEHHBI
32 KPOBOM3JIHSHAE B LEHTPAJLHOM HEPBHOM CHCTEME; B MECTO TOTO, B OPUCYTCTBHM HapyIICHHIA
reMocTas’a, YBeIMYMBAIOT PHCK KPOBOH3JIMSHHS B CBA3M C IOBPEXKICHUEM COCYIHCTOH CTEHKH,
0COOEHHO KanMJUIPHOM CEeTH BOKPYT OOIIMPHBIX HHGHILTPATOB, JABHBIIAX OKPYXAaIOUIWE TKAHHU.
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