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PA TTER N  OF M YELIN LIPID S IN TH E AG EIN G  BRAIN*

D epartm en t of N eurology, School of M edicine, P ozn ań

Ageing brain  has provided a subject for num erous  studies. How ever, 
scientific efforts have been m ainly  concentra ted  on changes in the  ce
reb ra l  and  cerebellar g rey  m atter .  M any contribu tions have concerned  
m orphology and biochem istry  of neuronal dystrophies and have involved 
a ttem pts  to clarify  the pathom echanism  of senile p laques developm ent. 
L astly  the  research  has been concerned w ith  n eu ro tu b u la r  changes spe
cific for the ageing process and  w ith  d is turbances in the  n eu ro tran sm it-  
te r  system s connected w ith  synaptic functions (Kulczycki 1973; Iw anow 
ski, K ulczycki 1981).

In ou r  research program  we have focused a tten tion  on the w hite  m a t 
ter, especially  on the myelin-oligodendroglia complex. The studies p re 
sented concern the p a t te rn  of m yelin lipids in aged persons.

M A T E R IA L  A N D  M E T H O D S

The studies w ere  perfo rm ed  on au topsy  m ate r ia l  of 10 pa tien ts  de
ceased a t the age of 74 to 87 years (mean age 78.1 years). The autopsies 
w ere perfo rm ed  6 to 16 hours a f te r  death. The resu lts  w ere com pared 
w ith  the  autopsy m ater ia l  of 3 patien ts  aged 27 to 33 years, w ho died 
of diseases not involving the nervous system  (m ean age 29.3 years). Slices 
w ere  taken  from  the fronta l lobe as well as from  the cerebellum  and  
subm itted  to histological and biochemical studies.

Chemical studies. The m yelin fraction was isolated from  the dissected 
w hite  m a t te r  according to the m ethod of N orton and  Poduslo (1973). 
Brain hom ogenates w ere layered  on top of a d iscontinuous sucrose g ra 
dien t (0.32 M and  0.85 M, pH 7.0) and centrifuged  in a sw ing-out rotor. 
S ubsequen tly  the crude m yelin  fraction was d ispersed in distilled w a te r

* Investigations supported by Research Grant No 06-02-II.1.3 from the Polish Academ y  
of Sciences.
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Table 1. Neuropathological characteristics o f the studied material 
Tabela 1. Charakterystyka neuropatologiczna badanego materiału

t o
oj
o\

Age
Sex
Płeć

(in years) 
Wiek 

(w latach)

Diagnosis
Rozpoznanie

Methods H +  EandNissl 
Metoda H +  E i Nissl Kanzler Weil PAS Bielschowsky

1. Female 74 Cerebral Vascular changes Subependymal Mild perivascular Perivascular Moderate number
artheriosclerosis Many neurocytes with fibrillary gliosis pallor amyloid deposits of senile plaques

Status lacunaris degenerative and pig
Senile atrophy ment changes

2. Female 73 Cerebral Vascular changes Without changes Without changes PAS-positive Moderate number
artheriosclerosis Numerous neurocytes with deposits in many of senile plaques

Senile atrophy degenerative changes Purkiny’e cells
3. Male 86 Cerebral Vascular changes Without changes Mild focal pallor Single cortical Numerous senile

artheriosclerosis Numerous neurocytes with neurocytes with plaques
Senile atrophy degenerative and PAS-positive Single neurofibril

pigment changes deposits lary tangles
4. Female 80 Cerebral Vascular changes Mild perivascular Mild spongious Single cortical Without changes

artheriosclerosis Numerous neurocytes with gliosis changes of the neurocytes with
degenerative and cerebral cortex PAS-positive
pigment changes deposits

5. Male 80 Cerebral Vascular changes Without changes Mild perivascular Without changes Without changes
artheriosclerosis pallor

6. Female 74 Cerebral Vascular changes Without changes Perivascular Single cortical Without changes
artheriosclerosis Single neurocytes with spongiosis neurocytes with

degenerative and PAS-positive
pigment changes deposits

7. Female 78 Cerebral Vascular changes Mild perivascular Perivascular Single cortical Numerous senile
artheriosclerosis Numerous neurocytes with gliosis spongiosis neurocytes with plaques

- Senile atrophy degenerative and pigment Small foci of PAS-positive Single neurofibril
changes gliosis pallor deposits lary tangles

M
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8. Female

9. Female

10. Male

34

11

!5

Cerebral 
arteriosclerosis 
Senile atrophy

Cerebral 
arteriosclerosis 

Senile atrophy

Cerebral
arteriosclerosis

Vascular changes 
Fields of neuronal rare

faction in cerebral cortex 
Single neurocytes with 
degenerative and 
pigment changes 

Vascular changes 
Fields of neuronal 
rarefaction in cerebral 
cortex

Single neurocytes with 
degenerative and pigment 
changes

Vascular changes 
Fields o f neuronal rare
faction in cerebral cortex 

Single neurocytes with 
degenerative and pigment 
changes

Perivascular
gliosis

Without changes

Mild perivascular 
pallor

Mild perivascular 
pallor

Without changes Mild perivascular 
pallor

Single cortical 
neurocytes with 
PAS-positive 
deposits

Single neurocytes 
with PAS-positive 
deposits

Single cortical 
neurocytes with 
PAS-positive 
deposits

Very numerous 
senile plaques 

Single neurofibril
lary tangles

Numerous senile 
plaques

Moderate number 
of senile plaques

’S51

aто

Юu>
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238 M. Wender et al.

and centrifuged at 70 000 g for 20 min. The w ash ing  procedure was r e 
pea ted  3 times. The final sed im ent was then  lyophilized.

M yelin lipids w ere  ex trac ted  according to the m ethod of Folch-P i 
et al. (1957) and the ex trac ted  total lipids w e re  then separated  by m eans 
of column and th in - layer  chrom atography  (TLC). Cerebrosides, sulfatides 
and cholesterol w ere  separated  according to the m ethod of S vennerho lm  
(1964). Q uantita tion  of cholesterol from  TLC plates was accomplished 
by  the m ethod of S p e rry  and  Webb (1950) and  the con ten t of cerebrosides 
and  sulfatides by m eans of the m ethod described by  Radin et al. (1955). 
Phospholipids w ere  separa ted  by m eans of bidimensional TLC according 
to S ingh et al. (1971), and  q u an ti ta ted  on th e  basis of the  phosphorus 
content of the individual phospholipid fractions, w hich was determ ined  
according to the m ethod of B art le t t  (1958).

Histological studies. Morphological evaluation  of the m ater ia l  was 
perfo rm ed  a f te r  em bedding it in paraffin  an d  staining by  the following 
methods: Nissl, Weil, hem atoxylin-eosin , K anzler, Van Gieson and  PAS. 
Frozen sections w ere  silver-sta ined  by the m ethod  of Bielschowsky.

RESULTS

Short neuropathological characteristics of the m ater ia l u n d e r  study  
are presented  in Table 1. The da ta  provided ra tionale  for classifying aged 
persons (above 70 years of age) into two subgroups: p a tien ts  in w hich 
only vascu lar changes existed in the b ra in  (atheromatosis, arte riosclero
sis or amyloid angiopathy) —  3 cases, and those in w hom  vascu la r  chan
ges of a s im ilar cha rac te r  w ere  accom panied by  senile atrophy. Signs 
of the la t te r  process, evident in the cerebral cortex, included the presence 
of senile plaques, of early, im m atu re  and m a tu re  ch arac te r  as well as 
dystrophy  of neurocytes, m ain ly  of p igm ent type. N eurofib ril la ry  tangles 
of A lzheim er type w ere found only in single cases and in few neurocytes, 
so th a t  none of the studied cases could be classified as A lzheim er senile 
dementia.

In all cases the w hite  m a t te r  did not exh ib it  p ronounced dem yelina- 
tion. O nly  in few cases w as some m yelin  pallor noticed, localized peri-  
vascularly , or, m ore rare ly , in the axes of gyri or as sca tte red  small fields 
in the cerebral and  cerebella r w hite  m atte r .

Results of chemical s tudies on myelin  lipids of the fronta l lobe are 
presen t in Table 2, and  those concerning th e  cerebella r  w hite  m a t te r  are  
shown in Table 3. Changes in both studied s tructu res ,  i.e. in the fron ta l 
lobe and  in the cerebellum, w ere  very  similar. The characteris tic  chan
ges, observed in all s tudied cases and statis tica lly  significant w hen cal
culated as respective means, involved increase in lysophosphatidylcholine 
content, increased conten t of cholesteryl esters  and  a slight increase in 
total phospholipids as well as in the m ajo ri ty  of phospholipid fractions
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Myelin lipids in ageing 239

(phosphatidylethanolam ine, phosphatidy lserine  +  phosphatidylinositide 
and plasmalogens). The only phospholipid fraction, w hich showed an 
unalte red  level w ere sphingomyelins. The obtained resu lts  w ere almost 
identical in two subgroups of patients, d iffering in the neuropathological 
p a tte rn , i.e. in pa tien ts  exhibiting  only vascular changes in the brain, 
and  those who also showed signs of senile dementia.

DISCUSSION

The s tru c tu re  of the cerebral m yelin  shea thn  in the ageing process has 
been exam ined in morphological studies including u l t ra s t ru c tu ra l  ones. 
Iw anow ski (1984) who studied, em ploying the electron microscope the 
w hite  m a tte r  in W istar rats, aged 26 to 36 m onths found several changes 
in the myelin  sheath. They  consisted of d isin tegration of the in traperiod  
line, formation of loops, vesicles and form ation of ir regu la r  m ultivesicular 
s tructures. The changes in myelin  w ere often accompanied by axon le
sions and degeneration of oligodendrocytes. Iw anow ski and O stenda 
(1974) observed in ageing b ra in  perivascular  gliosis, indicating an increa
sed perm eab ility  of vessel walls due to degenera tive  changes. For this 
reasons the author, advocated the view th a t  vascular degeneration is the 
p r im ary  factor leading to axon dam age and subsequently  to m yelin  a lte 
rations.

Tarnowska-D ziduszko (1973), in studies on the morphological pa t te rn  
of the cerebellum  during the ageing process in hum ans  noted some chan
ges in the m yelin shea ths including pallor and lesion of m yelin  in the 
axes of gyri as well as some dem yelination at the lobular top. Taraszew- 
ska et al. (1971) perfo rm ed  neuropathological analysis of changes in aged 
dogs w ith  tum ours  of in terna l  organs and  noted advanced m yelin pallor 
at all levels of the bra in  and of the spinal cord.

There are  bu t few chemical studies of the myelin  in the course of 
ageing. Norton and C am m er (1984) in the m onographic su m m ary  of che
mical changes in myelin in the course of ontogeny, p resen ted  data  con
cerning only late adult age of the ra t  (425th day of life). In this period 
no changes in the lipid p a t te rn  of the m yelin  w ere noted, as compared 
w ith  ea r ly  adult age.

The fa tty  acid composition of phosphatidy le thanolam ine and  glycero- 
phospholipids in m yelin isolated from  hum an  bra in  (Samorajski, O rdy 
1972) showed a re la tive increase w ith  age in the proportion of monoenoic 
fa tty  acids (1 8 :1  and 20 : 1) and  a decrease in po lyunsa tu ra ted  fa tty  
acids (20 : 4, 22 : 4 and 22 : 6).

England and B run  (1986) perfo rm ed  neuropathological and  biochemi
cal studies of the w hite  m a t te r  of senile and presenile  dem entia  of Alz
heim er type and established changes in 60°/o of cases. The changes con
sisted of a reduced n u m b er of oligodendrocytes, par tia l  loss of axons and

http://rcin.org.pl



240 M. Wender et al.

Table 2. Pattern of myelin lipids of the cerebral white matter from the frontal lobe of aged patients
(autoptic material)

Tabela 2. Obraz lipidów mieliny istoty białej płata czołowego z materiału autopsyjnego chorych
zmarłych w wieku starczym

Control
cases

Przypadki
kontrolne

n =  3

Total material 
of aged brains 

Całość materiału 
chorych zmar
łych w wieku 

podeszłym

n =  10

Cases with vascu
lar and senile 

changes 
Przypadki ze zmia
nami naczyniowy
mi i starczymi 

mózgu 
n =  7

Cases with vascu
lar changes only 

Przypadki ze 
zmianami naczy

niowymi bez zmian 
starczych mózgu

n =  3

Cholesterol
Cholesterol

24.12±2.68 26.47 ±1.89 24.29 ±2.12 31.55 ±1.82

Cholesteryl esters 
Estry cholesterolu

0,08 ±0.005 0.23 ±0.03 0.22 ±0.04 0.24 ±0.04

Sulfatides
Sulfatydy

3.24±0.18 3.41 ±0.32 3,29±0.18 3.71 ±0.12

Cerebrosides
Cerebrozydy

12.49±1.12 13.65 ±0.44 13.46 ±0.61 14.14±0.28

Total galactolipids 
Całkowite galaktolipidy

15,73 ±1-28 17.06 ±0.46 16.75 ±0.62 17.85±0.23

Sphingomyelins
Sfingomieliny

3.48 ±0.70 3.61 ±0.45 3.61 ±0.65 3.62±0.35

Phosphatidylcholine 
Fosfatydylochol ina

4.97 ±1.02 6.97 ±0.70 7.68±0.86 5.50±0.71

Lysophosphatidylcholine
Lizofosfatydylocholina
Phosphatidylserine

0.31 ±0.12 1.20±0.29 1.14±0.30 1.35±0.21

+  Phosphatidylinositide 
Fosfatydyloseryna 

+  Fosfatydylinozytol

2.60±0.49 4.55±0.82 4.89±1.17 3.75±0.15

Phosphatidylethanolamine
Fosfatydyloestanoloamina

1.86±0.36 1.92±0.37 2.00±0.54 1.72±0.35

Plasmalogens
Plazmalogen

6.25 ±1.23 8.50±0.61 8.30±0.87 8.99±0.39

Total phospholipids 
Całkowite fosfolipidy

19.47 ±  3.21 26.75±1.55 27.62 ±2.32 24.93±1.12

Results in mmol/100 g of dry myelin 
Wyniki w mmol/100 g suchej mieliny 
Mean ±  SE 
Średnia ±  SĘ
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Myelin lipids in ageing 241

Table 3. Pattern of myelin lipids of the cerebellar white matter of aged patients (autoptic material) 
Tabela 3. Obraz lipidów mieliny móżdżku z materiału autopsyjnego chorych zmarłych w wieku

starczym

Control
cases

Przypadki
kontrolne

n =  3

Total material 
of aged brains 

Całość materiału 
chorych zmar
łych w wieku 

podeszłym

n =  10

Cases with vascu
lar and senile 

changes 
Przypadki ze 

zmianami naczy
niowymi i star

czymi mózgu 
n =  7

Cases with vascu
lar changes only 
Przypadki ze 

zmianami naczy
niowymi bez 
zmian starczych 

mózgu 
n =  3

Cholesterol 25.06±0.98 29.65 ±  2.17 26.88 ±1.20 36.12 ±3.55
Cholesterol 
Cholesteryl esters 0.07 ±0.005 0,32±0.07 0.31 ±0.09 0.32±0.14
Estry cholesterolu 
Sulfatides 3.16 ±0.26 3.34±0.20 3.16±0.23 3.78±0.22
Sulfatydy
Cerebrosides 12.68 ±0.42 13.43 ±0.44 13,23 ±0.62 13.91 ±0.13
Cerebrozydy 
Total galactolipids 15.84±0.21 16.77±0.59 16.39±0.82 17.69±0.27
Całkowite galaktolipidy 
Sphingomyelins 4.31 ±1.56 4.65 ±0.50 4.44±0.52 5.11 ±1.03
Sfingomieliny
Phosphatidylcholine 5.54 ±0.19 7.48 ±1.02 7.49 ±1.32 7.46±1.58
Fosfatydylocholina
Lysophosphatidylcholine 0.36 ±0.09 1.02±0.18 0.85 ±0.19 1.42±0.35
Lizofosfatydylocholina 
Phosphatidylserine 
+  Phosphatidylinositide 2.82±0.12 3.21 ±0.51 2.91 ±0.63 4.26±0.54
Fosfatydyloseryna 
+  Fosfatydyloinozytol 
Phosphatidylethanolamine 1.33 ±0.26 2.22±0.26 2.12±0.25 3,08 ±0.44
Fosfatydyloetanoloamina
Plasmalogens 6.79±0.41 8.70±0.82 8.63 ±1.06 8.84±1.52
Plazmalogen 
Total phospholipids 21.15±0.28 27.28±2.39 26.44±2.88 30.17±3.08

Results in mmol/100 g of dry myelin 
Wyniki w mmol/100 g suchej mieliny 
Mean ±  SE 
Średnia ±  SE
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242 M. Wender et al.

m yelin shea ths and a m ild  reactive  astrogliosis. Q uan tita tive  studies of 
w hite  m a t te r  lipids showed th a t  cerebrosides and sulfatides w ere  in 30— 
— 40%  reduced in senile dem entia  of A lzheim er type w ith  concom itant 
lesion of the w hite  m atte r .  The au th o rs  suggested th a t  the w h ite  m a t te r  
changes were an independen t pathological process, and not secondary 
dem yelination. Hovewer, the changes are not necessarily  re la ted  to the 
process of A lzheim er senile dem entia  itself.

In our own studies of the m yelin  lipid p a t te rn  of the b ra in  in aged 
patients, th ree  m ain  types of changes w ere  disclosed: the increased con
ten ts  of lysophosphatidylcholine and  cholesteryl esters  as well as the 
increase in total phospholipid content, resulting  from  increased levels 
of the m a jo r i ty  of phospholipid fractions. The only exception in the  phos
pholipids involved was the n o rm al con ten t of sphingom yelins.

The cha rac te r  of changes observed  in the m yelin  lipids of the ageing 
b ra in  .is s tr ik ing ly  sim ilar to th a t  found by  us in expe rim en ts  on the 
effect of hypoxia on m yelin lipids of the ra t  (W ender et al. 1987). In the 
la t te r  experim enta l  studies a m ark ed ly  increased cholesterol esterification, 
production of an excess of lysophosphatidylcholine and  an increased con
ten t of several phospholipid fractions w ere  noted  as the resu lt of hypoxia. 
In th e  experim en ta l  model, we have  also noticed a m arked  decrease in 
free cholesterol content.

The presen ted  s im ilar ity  be tw een  the p a t te rn  of myelin lipids obser
ved in hum an  aged brain  and  th a t  found af te r  hypoxia  in rats, despite 
of species differences, suggests th a t  the decisive role in the pa thom e- 
chanism  of m yelin  changes in aged persons, is p layed  by vascular degene
ration. A nother im portan t point proving  this conclusion is the fact that, 
despite the lesions of the m olecular  m yelin  s truc tu re , no clear cut de
m yelination of the cen tra l  nervous system  was observed e ither in hu m an  
aged b ra ins  or in experim enta l  m ate r ia l  a f te r  hypoxia. A sim ilar opinion 
concerning the pathom echan ism  of m yelin  changes in the aged is e x 
pressed by Iw anow ski (1984), following his u l t ra s t ru c tu ra l  studies.

An additional discussion seems necessary  concerning the observation 
th a t  in the aged b ra in  as well as a f te r  hypoxia an increase occurred in the 
m ajo ri ty  of phospholipid fractions. In such conditions the enhancem en t 
of phospholipid synthesis  seems unprobable . Gaiti e t  al. (1986) have even 
clearly  dem onstra ted  th a t  during  ageing the b ra in  loses progressively  its 
ab ility  to synthesize the m ain  phospholipid by the de novo pa thw ay . 
According to these authors, the loss is due to d ifferen t causes, the most 
im portan t being the reduced capacity  to utilize the simple precursors  of 
the glycerophospholipids biosynthesis. I t appears also from  the resu lts  
of the a u th o rs ’ group, th a t  b ra in  s t ru c tu re s  coun terac t  this decline by  the 
enzym atic  m echanism s involved in modification of only a portion of the 
phosphol’pid molecule. Therefore, the  only explanation  of the increased 
phospholipid conten t in the aged bra in , seems to involve a reciprocal
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Myelin lipids in ageing 243

shift in the lipid and nonlipid com pounds of m yelin, this causing the 
phospholipids w hich are less sensitive to the  action of hypoxia  (playing 
also the main role in the pa thom echanism  of changes in the aged w hite  
m atter) , show a relative increase in relation to the d ry  m yelin  mass.

C O N C L U SIO N S

1. The p a t te rn  of myelin  lipids in the ageing brain  exhib its  an in 
crease of lysophosphatidylcholine, cholesterol esters and of the  m ajo rity  
of phospholipid fractions.

2. Changes of m yelin  lipids in the ageing brain  are  s tr ik ing ly  sim ilar 
to those observed in the experim en ta l  m ater ia l  of anim als subjected to 
hypoxia.

3. In the pathom echanism  of myelin changes in the ageing brain  
vascular a ltera tions p lay  a decisive role.

L IP ID Y  M IE L IN Y  W ST A R Z E JĄ C Y M  SIĘ M ÓZGU  

S t r e s z c z e n i e

B adan ia  przeprow adzono na  m a ter ia le  au to p sy jn y m , chorych  z m a rły ch  w  w ie k u  
pow yżej 70 lat. P ła t  czo łow y  i m óżdżek  poddano bad an iom  h isto lo g iczn y m  i b io
chem iczn ym . L ip idy  w y izo lo w a n ej  fra k cji  m ie l in o w ej  określono  i lo śc io w o  po roz
dziale  za pom ocą  chrom atografii  k o lu m n o w ej i c ie n k o w a r stw o w ej .  ,

W badaniach  obrazu l ip id ó w  m ie l in y  m ózgu chorych  zm arłych  w  w ie k u  s ta r 
czym  stw ierd zon o  trzy g łó w n e  ty p y  zm ian: w zrost  zaw artośc i  l izo fo sfa ty d y lo ch o lin y  
i e stró w  cho lestero lu , oraz p o d w y ższen ie  zaw artośc i  ca łk o w ity ch  fo sfo l ip id ó w  w y 
n ik ające  ze w zrostu  poziom u w ięk szo śc i  frakcji  fo s fo l ip id o w y ch .  Spośród fo sfo lip id ó w  
je d y n y m  w y ją tk ie m  była  n iezw ięk szo n a  za w artość  sf ingom ie lin .

U derzające  po d o b ień stw o  pom iędzy  obrazem  l ip id ó w  m ie l in y  o b ser w o w a n y m  
w  m ózgach  starczych  u ludzi a s tw ie rd za n y m  w  u m ia r k o w a n y m  i o s try m  n ied o tle 
n ien iu  u szczurów , pom im o różnic g a tu n k o w y ch  sugeruje ,  że w  pa to m ech a n izm ie  
zm ian  m ie l in o w y c h  w  w ie k u  p o d esz ły m  decydującą  rolę od g ry w a ją  z m ia n y  na czy -  
niopochodne.

W y ja śn ien iem  w zrostu  zaw artośc i  k i lku  frakcji  fo s fo l ip id o w y c h  w y d a je  się  p rzy
puszczen ie , że w  n a s tęp stw ie  przesun ięc ia  w e  w z a jem n y m  stosun ku  l ip id o w y ch  i n ie -  
l ip id o w y ch  sk ła d n ik ó w  m ieliny , te  spośród l ip id ó w  osłonki, które  odznaczają  się  n a j
w y ższą  odpornością , przy prze liczen iu  w  odn ies ien iu  do suchej m a sy  m ie l iny , w y 
kazują w z g lęd n y  wzrost.

МИЕЛИНОВЫЕ Л ИП И ДЫ  В СТАРЕЮЩИМСЯ МОЗГУ  

Р е з ю м е

Исследования были проведены на секционном материале умерших в возрасте выше 
70 лет. Фронтальная область и мозжечок исследовались гистологически и биохимически. 
Количество липидов изолированной миелиновой фракции было определено после распре
деления при помощи колонной и тонко-слойной хроматографии.

http://rcin.org.pl



244 M. Wender et al.

В исследованиях липидов миелина мозга больных умерших в старческом возрасте 
обнаружено три главные типы изменений: увеличение содержания лизофосфатидильхолина 
и холестериновых эфиров, а также повышение содержания полных фосфолипидов, связан
ное с увеличением уровня большинства фосфолипидных фракции. Единственным исклю
чением среди фосфолипидов было неповышенное содержание сфингомиелинов.

Поразительное сходство изменений миелиновых липидов старческих мозгов у людей 
а наблюдаемых в умеренной и острой гипоксии у крыс, несмотря на междувидовые различия, 
внушает, что сосудистые изменения имеют решающее значение в патомеханизме миелино
вых изменений старческого возраста.

В связи с увеличением содержания нескольких фосфолипидных фракции, можно, веро
ятно допустить, что вследствие сдвигов во взаимоотношении липидных и нелипидных эле
ментов миелина, самые устойчивые липиды оболочки, при пересчете на сухой вес миелина, 
проявляют относительное увеличение.
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KOMUNIKATY

Od 18 do 22 k w ie tn ia  1988 r. odbędzie  się  w  P rad ze  I E uropejsk i K o n g res  
Neurolog ii .

G łó w n y m i tem a ta m i będą:
—  Ostre zaburzen ia  neuro log iczne  (aspekty  k lin iczne  i dośw iadczalne),
—  M onitorow anie  i m a p o w a n ie  fu n k cji  m ózgu,
—  Z aburzenia  ruchow e,
—  Ból.

A d res  K o m ite tu  O rganizacyjnego:
A sso c ia t io n  of C zechos lovak  M edica l Soc ieties ,  J. E. P urkyne , 1st E uropean  

C ongress of  N eurology , Tr. V itëzn éh o  ünora 31, 120 26 P rah a  2, C zechos lovak ia .

*

Od 26 do 28 m aja 1988 r. odb ęd zie  się  w  Insbruku M ięd zy n a ro d o w y  K ongres  
Chorób N a c zy n io w y ch  M ózgu.

T erm in  nad sy łan ia  zgłoszeń  i streszczeń  prac u p ły w a  1 styczn ia  1988 r.
A d res K om ite tu  O rganizacyjnego:
Sepp  W eim ann, M. D., D ep a r tm en t of V ascu lar  Su rgery , Innsbruck  U n iv ers ity ,  

A n n ich stra sse  35, A  6020 Innsbruck, Austria .

*

Od 2 do 4 czerw ca  1988 r. odb ęd zie  s ię  w  R zym ie  II M ięd zy n a ro d o w y  K ongres  
T o w a rzy stw a  Zaburzeń R u ch ow ych .

T erm in  n ad sy łan ia  zgłoszeń  i s treszczeń  prac u p ły w a  10 styczn ia  1988 r.
A d res K om ite tu  O rganizacyjnego:
A. Berardelli ,  Q uinta  C lin ica  N eurolog ica , D ipartim en to  di Sc ien ze  N euro log iche ,  

V ia le  dell U n ivers ita  30, 1-00185 Rom a, Italia.

*

Od 7 do 9 w rześn ia  1988 r. odbędzie  s ię  w  Z urychu X I  D oroczny  Zjazd E uro
pejsk ieg o  T o w a rzy stw a  N au k  N euro log iczn ych .

T erm in  n a d sy ła n ia  zg łoszeń  i s treszczeń  prac u p ły w a  15 m arca 1988 r.
A d res K om ite tu  O rganizacyjnego:
X I  A n n u a l M eetin g  of the  E uropean  N eu ro sc ien ce  A ssoc ia tion , c /o  AK M  C on

gress S erv ice ,  P .O.Box, CH-4005 B asel,  Sw itzerland .
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M IECZY SŁAW  W END ER, A N D R Z E J GONCERZEW ICZ

SU SCEPTIB ILITY  OF W ISTA R RATS TO EN CEPHALITOGENIC 
ANTIGEN DERIVED FROM AGED ANIMALS*

D ep a rtm en t of N euro logy , School of M ed ic ine , P o zn a ń

The m ajo ri ty  of data  concerning im m unology of the central nervous 
system, especially those re la ted  to the antigenic p roperties  of myelin 
compounds, have been gained in expe rim en ts  on the model of allergic 
experim enta l  encephalomyelitis, a disease well characterized as to its 
clinical an d  morphological p a t te rn  bu t of not fully  exp la ined  pathoge
nesis.

In studies on EAE induction, g rea t  species differences have been found 
as well as d ifferences betw een  some stra ins  of the  same species in suscep
tib ility  to the action of encephalitogenic antigen, which has been in te r 
p re ted  as the proof of a genetic background of the immunological reaction 
w ith in  the central nervous system  (Levine et al. 1967). It has also been 
found, th a t  the immunological system  of very  young anim als reacts in 
a d iffe ren t m an n er  than th a t  adu lt  anim als (Brostoff 1984). This corre
lates well w ith  clinical observations revealing a genetic influence in in 
duction of dem yelinating  diseases in hum ans  (W ender et al. 1982), as 
well as w ith  the m arked  dependence of these diseases from  the period 
of ontogenic developm ent (Traugott, Raine 1984). In particu lar ,  the occu
rrence  of p r im ary  dem yelinating  diseases in aged persons is exceptional 
only. This arouses the question w h e th e r  the m yelin looses or changes 
its encephalitogenic p roperties  in this period of ontogenic development. 
W e have a t tem p ted  to approach  the  problem  using the model off experi
m enta l  allergic encephalom yelitis  (EAE).

M A T E R IA L  A N D  M E T H O D S

W istar ra ts  served as experim enta l  m ateria l.  The experim ents  w ere 
perfo rm ed  in two groups of 12 anim als each. The an im als of both  groups 
w ere  challenged w ith  encephalitogenic antigen in the following way.

* The studies were supported by a grant from the Polish Academ y of Sciences (Re
search Programme No 06-02.II.1.3).
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T hey received a double injection of 0.1 ml of encephalitogenic m ix tu re  
for th ree  succesive days, into each hind foot pad. The composition of the 
encephalitogenic m ix tu re  was as follows: hom ogenate of ra t  w hite  m a tte r  
derived from bra in  and  spinal cord, one p a r t  m ixed w ith  2 p a r ts  of lano
line and  1 p a r t  of paraffin  w ith  adm ix tu re  of 10 m g/m l of hea t-k illed  
M ycobacterium  tuberculosum . In one experim en ta l  group the antigen 
was taken  from  cerebral and spinal w hite  m a t te r  of aged ra ts  (older 
than  2 years of life) and in the second one from  the same tissues of adult 
young animals.

Clinical ra ting  of the experim enta l  disease w as based on the  w ork 
of Elliot et al. (1973):

1° —  slowing of m ovem ents, w eight loss, general  w eakness  s lightly  
w obbly  gait,

11° — w eakness of h ind limbs to slight paresis, a l te red  (ataxic) gait,
111° — m odera te  paraparesis  of h ind  limbs, u r in e  incontinence,
IV° —  severe paraparesis  to paralysis  of h ind  limbs, im paired  resp i

ration.
The dynam ics of the  disease progress w as ra ted  as follows:
1° —  nonprogressive type. In tens i ty  of disease of g rade I du ring  the 

first  7 days.
11° —  slowly progressing type. In tensity  of disease progressing from 

grade I to II during  the firs t 7 days.
The morphological evaluation of the expe rim en ta l  disease w as based 

on histology of the b ra in  and spinal cord f ragm en ts  sta ined  by  Nissl, 
hem atoxylin-eosin  or S pie lm eyer m ethod  and was ra ted  according to the 
scale of Alvord and Kies (1959).

1° —  mild cellu lar reaction, visible in single, topographically  typical 
places,

11° —  dissem inated in flam m ato ry  reaction seen as severe perivascular  
in fi l tra tes  in few microscopic fields or w eak  in fil tra tes  in m an y  fields,

111° —  severe, per ivascular  infiltra tes, par tia lly  diffused, seen in all 
microscopic fields u n d e r  X 30 magnification in typical regions.

The anim als of both  experim en ta l  groups w ere  killed betw een  the 
21— 23th day  a f te r  firs t inoculation. The re su lts  of clinical and  m orpho
logical studies w ere  statis tica lly  checked using the chi2 test, for small 
num bers.

RESULTS

The clinical syndrom e of EAE developed in 7 out of 12 inoculated 
anim als of the control group w hich  w ere  challenged w ith  the encephali
togenic antigen derived  from  adu lt  young rats. The sick an im als showed 
slowing of m ovem ents and  a lte red  gait. In the experim enta l  group of 
ra ts  inoculated w ith  the encephalitogenic m ix tu re  containing an tigen  de-
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rived from  aged anim als (older than  two years) clinical sym ptom s of the 
same charac te r  and in tens ity  w ere  found only in 2 out of 12 inoculated  
rats. The observed syndrom e is com parable to g rade I of the Elliot e t al. 
scale. In none of the  animals, in e ither  the control or the expe rim en ta l  
group paralysis of h ind limbs or sph inc ter  insufficiency w ere  observed. 
The dynam ics of the observed m orbid process m ight be reckoned  to re p re 
sent type II (slowly progressing disease). H istopathological s tud ies  in the 
control group revealed  in 6 anim als in f lam m ato ry  changes, w h ich  could 
be ra ted  in five anim als as grade I and  in one ra t  as grade II of Alvord 
and Kies scale. In the  group of anim als challenged w ith  the  an tigen  from  
aged m yelin  in f lam m ato ry  changes of grade I w ere  found in 2 animals. 
The resu lts  are sum m arized in Table 1. All differences observed betw een  
the two groups proved  to be statis tica lly  significant.

DISCUSSION

Various stra ins  of experim enta l  anim als are genetically  prone  to react 
to the  action of encephalitogenic antigen. In m an y  s tra ins  considered 
resistant, it is possible to overcome the low susceptibility  by  some special 
combination of ad ju v an t  and  encephalitogenic antigen, for induction  of 
the necessary  immunological reaction. W istar ra ts  belong to an im als  of 
low susceptibility  to the action of antigen provoking expe rim en ta l  a l le r
gic encephalomyelitis. Therefore, it is not surprising th a t  in o u r  studies 
we noted  a positive resu lt of inoculation only  a little  m ore freq u en tly  
th an  in one half of the experim enta l  anim als and  th a t  the induced  m orbid 
process was of low in tensity . Nevertheless, and possibly due to this low 
sensitiv ity  we found significant differences betw een the action of antigens 
derived  from  aged or young adu lt  animals. This indicates changes in the 
encephalitogenic properties  of m yelin  occurring w ith  age.

T he w hole problem  of differences in induction of ex p erim en ta l  allergic 
encephalom yelitis  re la ted  to the  an im al’s age arises m ain ly  in the  expe
r im en ts  w ith  v ery  young anim als, the immunological system  of w hich  
reac ts  d iffe ren tly  than  th a t  of adu lt  ones. The m entioned  differences 
v ar ied  from  species to species. EAE m ay  be induced ea rly  in new born  
gu inea pigs of s tra in  13, w h ereas  guinea pigs of s tra in  2 are res is tan t 
(Stone, L e rn e r  1965). Also chronic re lapsing EAE, the ex p e rim en ta l  di
sease, which is m orphologically  and  clinically v ery  sim ilar to the most 
f req u en t  dem yelinating disease in hum ans, to m ultip le  sclerosis, m ay  be 
induced almost exclusively in v ery  young anim als and  only in sensitive 
species and  stra ins  (Lassmann, W iśniewski 1979).

The finding th a t  the an tigen  derived  from  aged an im als exhibits  
low er encephalitogenic p roperties  m ay  be taken  into consideration in
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Table 1. Susceptibility of Wistar rats to encephalitogenic antigen deriving from aged animals 
Tabela 1. Podatność szczurów Wistar na antygen encefalitogenny pochodzący od zwierząt starych

юt-л
o

Control animals inoculated with encephalitogenic mixture 
containing antigen deriving from young adult rats 

Zwierzęta kontrolne zaszczepione mieszaniną encefali- 
togenną z antygenem pochodzącym od szczurów młodych 

dojrzałych

Animals inoculated with encephalitogenic mixture con
taining antigen deriving from aged rats 

Zwierzęta zaszczepione mieszaniną encefalitogenną z anty
genem pochodzącym od szczurów w wieku starczym

Number of Number of Percent of Number of Number of Percent of
studied animals affected animals affected animals studied animals affected animals affected animals
Liczba zwierząt Liczba zwierząt % Liczba zwierząt Liczba zwierząt %

badanych chorych zwierząt chorych badanych chorych zwierząt chorych

12 7 58 12 2 17*
Clinical rating in 4-degree I 7 58 2 17*

scale II 0 0 0 0
Kliniczna ocena punktowa III 0 0 0 0

wg skali czteropunktowej IV 0 0 0 0
Disease process in 4-degree I 0 0 0 0

scale 11 7 58 2 17*
Dynamika choroby wg III 0 0 0 0

skali czteropunktowej IV 0 0 0 0
Number of animals Percent of animals Number of animals Percent of animals
with inflammatory with inflammatory with inflammatory with inflammatory

process process process process
Liczba zwierząt % zwierząt Liczba zwierząt % zwierząt

z prccesem zapalnym z procesem zapalnym z procesem zapalnym z procesem zapalnym
Morphology rated in 1 5 42 2 17*

3-degree scale 11 1 8 0 0
Ocena morfologiczna wg III 0 0 0 0

skali trój punktowej

* D if fer e n c es  s ta t is t ica lly  s ign if ican t;  * R óżnice  is to tn e  s ta ty s ty czn ie
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production of vaccines d irec tly  from  hom ogenate of the central nervous 
system s of inoculated animals, w hen  no possibilities are  available of its 
full purifica tion from  m yelin  antigens and no possibilities exist of using 
o ther  m edia for cultivation of a given virus.

C O N C L U SIO N

1. Antigen derived from  the central nervous system  of aged animals 
exhib its  lower encephalitogenic properties  as com pared w ith  the antigen 
from  the nervous tissue of young adult animals.

P O D A T N O ŚĆ  SZC ZURÓ W  W IS T A R  N A  A N T Y G E N  E N C E FA L IT O G E N N Y  
P O C H O D Z Ą C Y  OD Z W IER ZĄT W W IE K U  ST A R C Z Y M

S t r e s z c z e n i e

P o ró w n a n o  podatność szczu rów  rasy  W istar  na a n ty g en  en cefa lito g en n y  w  g ru 
pach do św ia d cza ln y ch  z u ży c iem  a n ty g en u  pochodzącego  z isto ty  białej m ózgu  
i rdzen ia  kręg o w eg o  szczurów, k tó ry ch  w ie k  przekroczy ł 2 lata, oraz zw ierząt  m ło 
d ych  dorosłych.

S tw ierdzono , że a n ty g en  pochod zący  z m ie l in y  zw ierzą t  starych  posiada  m n ie j
sze w ła śc iw o śc i  e n cefa lito g en n e  w  poró w n a n iu  z a n ty g e n e m  od zw ierzą t  m łodych  
dorosłych . Może to być w z ię te  pod u w a g ę  przy w y tw a rz a n iu  szczep ionek  bezpo
średnio  z h o m ogenatu  o środ k ow ego  uk ładu  n e r w o w e g o  zaszczep ion ych  zwierząt,  
jeże li  nie m a m ożliw ośc i  jego pe łnego  oczyszczen ia  od a n ty g e n ó w  m ie lin o w y ch  
i n ie  m ożna zastosow ać  innego  podłoża dla rozw oju  danego  w iru sa .

ВОСПРИИМЧИВОСТЬ КРЫС ВИСТАР К  ЭНЦЕФАЛИТОГЕННОМУ АНТИГЕНУ, 
ПРОИСХОДЯЩЕМУ ОТ ЖИВОТНЫХ В СТАРЧЕСКОМ ВОЗРАСТЕ

Р е з ю м е

Сравнивалась восприимчивость крыс расы Вистар к энцефалитогенному антигену в экс
периментальных группах, в которых употреблялся антиген, происходящий из белого вещес
тва мозга и спинного мозга крыс в возрасте выше 2 лет и молодых взрослых животных.

Обнаружено, что антиген происходящий из миелина старых животных обладает мень
шими энцефалитогенными свойствами по сравнению с антигеном от молодых взрослых 
животных. Может быть, нужно это учесть при изготовлению сыворотки непосредственно 
из гомогената центральной нервной системы привитых животных, если нет возможности' 
его полного очищения от миелиновых антигенов и если невозможно применить другой пи
тательной среды для развития данного вируса.
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M A R T A  ST R Y JE C K A -Z IM M E R , IR M IN A  В. Z E L M A N

BIAŁKA N IEHISTONOW E RÓŻNYCH OBSZARÓW M ÓZGU 
U K R Ó LIK A  ZDROW EGO I K R Ó LIK A  PT

K atedra  i Z akład C hem ii F iz jo log icznej A k a d em ii  M edycznej, L ublin , Z ak ład  N eu ro -  
pato log ii  C entrum  M ed y cy n y  D ośw iadcza lnej  i K lin icznej P A N , W a rsza w a

Białka n iehistonowe pełnią w chrom atynie  bardzo zróżnicowane fu n 
kcje: s tanowią jej e lem enty  s tru k tu ra ln e ,  pełnią funkcje  enzym atyczne 
oraz zaw ierają  kom ponen ty  biorące bezpośredni lub pośredni udział w  re 
gulacji aktyw ności genów. C harak te ry zu ją  się one znaczną he terogen- 
nością i swoistością tkankow ą (Paul, G ilm our 1968; Elgin, W ein traub  
1978; K leinsm ith  1978; Adolph i wsp. 1982). Zm iany w  składzie jakościo
wym , ilościowym oraz m etabolizmie białek n ieh istonow ych ch ro m aty n y  
obserwowano w trakcie  rozw oju i różnicowania oraz karcinogenezy  
(Choie i wsp. 1977; O H ’Hara, Y anagihara  1977; Hnilica i wsp. 1978; Stein 
i wsp. 1978; Heizman i wsp. 1980).

Celem niniejszego doniesienia jest porów nanie jakościowego i ilościo
wego sk ładu  białek nieh istonow ych ch ro m aty n y  jądrow ej z mózgu kró li
ka pt, m u tan ta  neurologicznego, z b iałkam i n ieh istonow ym i m ózgu kró 
lika zdrowego, nie obciążonego genetycznie. Badania morfologiczne ośrod
kowego uk ładu  nerw ow ego przeprow adzone na m ater ia le  k ró lików  pt 
w ykazały  rozsiane, nieswoiste uszkodzenie neuronów  i n iepraw id łow y 
przebieg mielinizacji w łókien nerw ow ych  ze w spółistn ie jącym i zm ianam i 
w  populacji oligodendrocytów i kom órkach  a s tro cy tam y ch  (Taraszewska, 
Zelm an 1981; Taraszew ska 1983; Zelman, Taraszew ska 1984). K linicznie 
zespół p t  charak teryzu je  się zaburzeniam i ruchow ym i w  postaci zry tm i- 
zow anych drżeń, k tóre  w yprzedza ją  rozwijające się później n iedow łady  
lub bezw łady spastyczne (Osetowska i wsp. 1975).

P orów nyw ano białka niehistonow e ch rom atyny  uzyskane z trzech 
obszarów ośrodkowego uk ładu  nerw ow ego królików  p t i kontro lnych: 
p ła tów  mózgowych (kora i obszary podkorowe), móżdżku i pn ia  mózgu 
—  s t ru k tu r  różniących się znacznie m etabolizm em  i zdolnością do syntezy 
RNA (Mc Ewen i wsp. 1972).

M A T E R IA Ł  I M ETODY

B adania przeprowadzono na  królikach pt, 6 tygodniow ych samcach 
i samicach, u k tórych  stw ierdzono pe łny  zespół objawów neurologicznych. 
Zw ierzęta  pochodziły z hodowli prow adzonej w O środku D oświadczalnym
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Neurologii Porów naw czej CMDiK PA N  w M ińsku Mazowieckim. M ate
riał porów naw czy s tanow iły  króliki zdrowe w  tym  sam ym  wieku. Z w ie
rzęta  uśm iercano przez dekapitację. Z mózgów w yję tych  z jam y  czaszko
wej preparow ano  p ła ty  mózgowe, móżdżek oraz pień mózgu. Do jednego 
doświadczenia pobierano mózgowie 4— 6 zwierząt. P rep a ra ty k ę  p ro w a
dzono w  tem pera tu rze  0— 4°C. Wszystkie używ ane roz tw ory  zaw ierały  
w swoim składzie 0,1 mM  PM SF, w  celu zaham ow ania  aktyw ności enzy
m ów proteolitycznych.

Ją d ra  kom órek  trzech w yizolowanych obszarów mózgu, zarówno k ró 
lików pt, jak ,i kontrolnych, o trzym yw ano  z hom ogenatów  tkankow ych. 
Tkanki homogenizowano w stępnie w 0,25 M sacharozie w  10 mM Tris- 
-HC1, pH 7,5 z dodatk iem  4 mM MgCl2, sączono przez gazę i w irow ano 
3000 X g przez 10 m inut.  Z o trzym anego osadu izolowano jąd ra  k o m ó r
kowe przez homogenizację w  roztw orze 2,0 M sacharozy, 10 mM  Tris- 
-HC1, pH 7,5, 4 mM MgCl, i w irow anie  p rzy  32 000 obr./m in w ciągu 
45 m in u t  w  u ltraw irów ce MSE.

C hrom atynę jądrow ą o trzym yw ano  w edług  m etody Spelsberga i H ni- 
licy (1971), po uprzedn im  przem yciu  jąder  kom órkow ych w roztw orze 
0,33 M sacharozy, 10 mM Tris-H Cl pH 7,5, 0,5% Triton  X-100. P os tę 
powanie to miało n a  celu uniknięcie ew entualnego  zanieczyszczenia b ia 
łek ch rom atyny  b iałkam i pochodzącymi z błon jądrow ych. J ą d ra  k om ór
kowe homogenizowano trzykro tn ie  w 0,08 M NaCl, 0,02 M EDTA pH 6,3 
i w irow ano p rzy  4000 obr./min przez 10 m inut.

Z ch rom atyny  uzyskanej z każdego z trzech obszarów mózgu królików 
kontro lnych  i królików  p t przeprowadzono ekstrakcję  b iałek rozpuszczal
nych  w 0,35 M NaCl, pH 7,0, zgodnie z m etodą opisaną przez Goodwina 
i wsp. (1973). Nierozpuszczalną chrom atynę uw adniano  w  roztw orze 1/100 
SSC i pozostawiano w tem pera tu rze  — 20°C lub izolowano z niej bezpo
średnio pozostałe b iałka niehistonowe. B iałka n iehistonowe luźno zw ią
zane z ch rom atyną  eks trahow ane  0,35 M NaCl precypitow ano TCA do 
stężenia 2°/o i o trzym yw ano frakcję  LM G (low m obility  group) oraz 
frakcję  HMG (high m obility  group), rozpuszczalną w 2°/o TCA. Białka 
niehistonowe silnie związane z ch rom atyną izolowano z ch rom atyny  z po
szczególnych obszarów mózgu m etodą opisaną przez G ronow a i G riffithsa  
(1971). C hrom atynę jądrow ą zawieszano dw ukro tn ie  w  roztw orze zawie
ra jący m  8,0 M mocznik w 50 mM buforze fosforanowym, pH 7,6. Zaw ie
sinę homogenizowano, pozostawiano na  30 m in u t  w tem pera tu rze  + 1 0 °C , 
a następnie  w irow ano 25 000 X g przez 30 m inu t w tem pera tu rze  4°C. 
Połączone su p e rn a tan ty  zaw ierały  b iałka niehistonowe silnie związane 
z chrom atyną. R oztw ory białek zagęszczano za pomocą Sephadex-G  200. 
Z nierozpuszczalnego m ateria łu , pozostałego po eks trakc ji  białek n iehi- 
stonowych, eluowano histony za pomocą 0,4 N H2S 0 4. Pozostały osad 
zawieszano w buforze 0,05 M Tris-HCl, pH 8,0 z 1%  SDS, ekstrahow ano  
w  tem pera tu rze  37°C przez 12 godzin (Tsitilou i wsp. 1979) i w irow ano 
5000 X g przez 20 m inut. S u p e rn a tan t  zaw ierał b iałka tzw. „resztkow e”.
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Uzyskane frakcje  białek niehistonow ych analizowano e lektroforetycz- 
nie w żelu poliakry lam idow ym  z SDS w edług Laem m li (1971) w ru rk ach  
i na p ły tkach  lub zgodnie z B horjee i P edersonem  (1973) w  7,5% żelu 
z 0,1% SDS w buforze fosforanowym, pH 7,0. W celu oznaczenia m as 
cząsteczkowych białek używ ano wzorców firm y Pharm acia: rybonukleaza 
(m.cz. 13 700), chym otrypsynogen  (m.cz. 25 000), ow oalbum ina (m.cz.
43 000), a lbum ina (m.cz. 67 000), aldolaza (m.cz. 158 000). Stężenie białka 
oznaczano m etodą L ow ry  i wsp. (1951). W roz tw orach  zaw iera jących  
duże stężenia soli, mocznika i SDS białka oznaczano m etodą tu rb id y -  
m etryczną. Stężenie DNA w chrom atyn ie  oznaczano spektrofo tom etrycz- 
nie p rzy  260 nm  w roztw orze 5 M mocznika.

WYNIKI

Do badań w ykorzystano  całe mózgi królików  pt i zdrow ych oraz w y 
dzielone s t ru k tu ry  anatomiczne: p ła ty  mózgowe (kora z obszarem pod- 
korowym), móżdżek i pień mózgu. S tanow iły  one odpowiednio 59 ± 5°/o, 
16 ± 2 %  i 25 ±4°/o m asy  całych mózgów.

Zaw artość DNA oraz poszczególnych frakcji białek jądrow ych  uzy
skanych  z jąder  kom órkow ych całych mózgów królików  p t  i zdrowych 
nie różnią się w  sposób is to tny  (tab. 1). Nie stwierdzono także is totnych

Tabela 1. Zawartość DNA i białek w jądrach komórek móz
gowych (mg/l00 g tkanki mózgowej)

Table 1. Content of DNA and proteins in nuclei of cerebral 
cells (mg /100 g brain tissue)

Króliki kontrolne Króliki pt
Control rabbits pt rabbits

DNA 87,6 88,1
Białko całkowite 420,8 417,5
Total protein
Białka rozp. w 0,08 M 132,6 134,0
NaCl, 0,02 M EDTA 
Proteins soluble in 0.08 M 
NaCl, 0,02 M EDTA 
Białka rozp. w 0,35 M 

NaCl 61,2 60,8
Proteins soluble in 0.35 M 

NaCl
Białka niehistonowe silnie 

związane z chromatyną 57,1 55,8
Nonhistone proteins tightly 

chromatine-bound 
Histony 65,8 64,1
Histones
Białka „resztkowe” 20,8 22,3
“Residue” proteins

W ynik i podano na p o d sta w ie  3— 5 oznaczeń  
R esu lts  are g iv en  on the  basis of  3— 5 est im ation s
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różnic pomiędzy zawartością ch ro m aty n y  w takich  sam ych obszarach 
mózgu królików  p t i zdrow ych (tab. 2).

W ykazano natom iast  w yraźne różnice w stosunkach białek niehisto- 
now ych do DNA w poszczególnych obszarach mózgu. N ajw yższy stosunek 
białek niehistonow ych do DNA w ystępow ał w chrom atynie o trzym anej 
z p łatów  mózgowych (2,85 u k ró lików  kontrolnych), a najniższy w móżdż
k u  (2,10 u  kró lików  kontrolnych). Różnice te w yn ikają  głównie z n ie jed 
nakow ej zawartości białek nieh istonow ych luźno zw iązanych z chrom a- 
tyną.

Tabela 2. Białka chromatyny różnych obszarów mózgów królików kontrolnych i królików pt
(mg/mg DNA)

Table 2. Chromatine proteins in different brain regions in control and pt rabbits (mg/mg DNA)

Platy mózgowe 
Brain hemispheres

Móżdżek
Cerebellum

Pień
Brainstem

Białko całk. kontrola 2,85 ±0,35 2,10±0,31 2,45 ±0,25
Total protein control

Pt 2,93±0,31 2,19 ±0,24 2,50±0,34
Białka rozp. kontrola 0,61 ±0,10 0,35±0,08 0,50 ±0,10
0,35 M NaCl control
Proteins soluble in 0.35 M Pt 0,63 ±0,09 0,32 ±0,05 0,53 ±0,08

NaCl
Białka silnie związane

z chromatyną kontrola 0,60 ±0,10 0,51 ±0,98 0,56 ±0,10
Proteins tightly chroma-

tine-bound control
Pt 0,58±0,08 0,51 ±0,12 0,58±0,12

Histony kontrola 0,68±0,12 0,72±0,15 0,73 ±0,15
Histones control

Pt 0,70±0,15 0,70±0,12 0,75 ±0,10
Białka,, resztkowe” kontrola 0,25 ±0,12 0,22 ±0,10 0,22 ±0,09
„Residue” proteins control

Pt 0,26±0,08 0,23 ±0,14 0,24 ±0,12

W ynik i podano jako średnie  a r y tm e ty c zn e  z 3— 5 oznaczeń  oraz odchy len ie  
s tan dardow e

R esu lts  are m ea n s  from  3— 5 est im a tio n s  ±  standard dev iations.

Zaw artość b iałek n ieh istonow ych silnie zw iązanych z chrom atyną różni 
się bardzo nieznacznie w badanych  obszarach mózgu. Najw yższą zaw ar
tość białek n iehistonow ych rozpuszczalnych w 0,35 M NaCl stwierdzono 
w p ła tach  mózgowych — 0,61 m g/l mg DNA, najniższą w m óżdżku — 
0,35 m g /l  mg DNA. Stężenie h istonów  i białek resztkow ych w chrom a
tynie trzech badanych  obszarów mózgu nie różni się w sposób istotny.

Białka luźno związane z ch rom atyną  (frakcja LMG) poddaw ano e lek 
troforezie w żelu poliakry lam idow ym  z SDS. W trakcie elektroforezy w e
dług Laem m li (1971) rozdzielały się one na 32 pasm a o różnej in ten sy w 

http://rcin.org.pl



Białka niehistonowe mózgu 257

ności (kilka frakcji b iałkow ych pozostaje zam askow anych pom iędzy pas
m am i o dużej intensywności). Masy cząsteczkowe białek LGM  pozosta
wały  w granicach 11 000— 165 000. Obrazy elektroforetyczne tych  białek, 
o trzym anych  z ch rom atyny  trzech obszarów mózgu, zarówno królików 
kontrolnych, jak  i pt, różnią się nieznacznie; są to głównie różnice iloś
ciowe w zawartości frakcji białkow ych (rye. 1).

153 94 67 45 25 1 3 ,7  KDa
i 1------1----- 1--------1---------1—n

    ->
R yc. 1. W ykresy densytom etryczne elektroforegram ów  białek LMG (elektroforeza 
w g L aem m li 1971) z różnych obszarów mózgu królików  kontrolnych: a — płaty  

mózgowe, b — móżdżek, с — pień mózgu  
Fig. 1. Densitom etrie scans of LMG proteins electrophoregrams (electrophoresis 
according to Laem m li 1971) from different brain regions of control rabbits: a —  

cerebral hemispheres, b — cerebellum , с —  brain stem

P orów nanie  densytogram ów  z rozdziałów e lek troforetycznych  białek 
LM G mózgów królików  kon tro lnych  i k ró lików  p t i lu s tru ją  kolejne w y
kresy: z p ła tów  mózgowych —  rycina 2 i z pnia  mózgu —  ryc ina  3. Nieco 
większe różnice widoczne są w obrazie e lek tro fore tycznym  białek  LMG 
o trzym anych  z ch rom atyny  móżdżków. Białka LM G z móżdżków kró li
ków  p t zaw iera ją  dodatkow ą frakcję  o m.cz. około 80 000 oraz w ykazują  
in n y  profil rozdziału białek o m.cz. 110 000— 95 000 w  porów nan iu  z kon
tro lą  (ryc. 4).

Białka niehistonowe ekstrahow ane z ch ro m aty n y  jąder kom órek  móz
gu m ocznikiem daw ały  zbliżony, ale nie identyczny  obraz elektrofore-
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tyczny, zarówno pod w zględem  ilościowym, jak  i jakościowym, z frak c ja 
mi LMG (ryc. 5).

B iałka n iehistonowe silnie związane z ch rom atyną  rozdzielały się 
w trakcie  elektroforezy na 26 pasm  o różnej intensywności. W obrazie 
e lek troforetycznym  stwierdzono tylko nieznaczne różnice ilościowe tych 
białek pochodzących z różnych obszarów mózgu królików  zdrowych. Po-

158 94 67 43 25 1 3 , 7  kDa
i 1--------------1------------ 1----------------- 1--------------------1-------n

 >

Ryc.  2. W y k resy  den sy to m etry czn e  e lek tro fo reg ra m ó w  b ia łek  LM G  (elektroforeza  
w g  L a e m m li  1971) z p ła tó w  m ózgow ych : a —  królik i kontro lne , b —  króliki, pt 

Fig. 2. D ens itom etr ie  scans of LM G prote ins e lectropJioregram s (e lectrophoresis  
according  to L aem m li 1971) from  cerebral hem ispheres: a —  control rabbits, b —

pt rabbits

rów naw cza analiza białek n iehistonow ych silnie zw iązanych z chrom a
tyną, o trzym anych  z móżdżków królików kontro lnych  i pt, w ykazała ist
nienie różnic w  ich obrazie e lek troforetycznym  (ryc. 6). Białka n iehisto
nowe z mózgów królików  p t ch a rak teryzu je  obecność dodatkowej frakcji
0 m.cz. 56 000 oraz znacznie wyższa zawartość frakcji b iałkowych o m.cz.
44 000, 115 000 i 140 000, w porów naniu  z kontrolą.

OM Ó W IENIE

Przeprow adzone badania pozwoliły na  porów nanie białek n iehistono
w ych w  różnych obszarach anatom icznych mózgu, w ykazały  również, że 
genetycznie uw arunkow ane  schorzenie prowadzące do uszkodzenia ośrod
kowego uk ładu  nerwowego m a w p ływ  n a  skład białek niehistonowych 
mózgu. Nie stwierdzono natom iast isto tnych różnic w zawartości DNA
1 w ilości poszczególnych frakcji  b iałkow ych w jąd rach  kom órek mózgu 
pomiędzy m u tan tem  p t oraz k ró lik iem  kontrolnym .
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P orów nanie  składu ch rom atyny  o trzym anej z trzech badanych  obsza
rów  mózgu królików  p t i kontro lnych  wykazało, że najw yższą zawartością 
b iałek n iehistonow ych w stosunku do DNA ch a rak teryzu je  się chrom a- 
ty n a  płatów  mózgowych, najniższą chrom atyna móżdżku. Różnice te są 
spowodowane znacznie wyższą zawartością białek n ieh istonow ych roz
puszczalnych w 0,35 M NaCl w p ła tach  mózgowych, w  porów naniu  z in-
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Ryc.  3. W ykresy  den sy to m etry czn e  e lek tro fo reg ra m ó w  b ia łek  LM G (elektroforeza  
w g  L a e m m li  1971) z pn ia  m ózgu: a —  k ró lik i kontro lne , b —  k ró lik i pt 

Fig. 3. D ens itom etr ie  scans of LM G prote ins e lectroph oregram s (e lectrophoresis  
according  to L a em m li 1971) from  bra in  stem : a —  contro l rabbits, b —  pt

rabbits

n y m i badanym i s t ru k tu ra m i mózgowia, co praw dopodobnie jest związane 
ze znacznie wyższą aktyw nością  metaboliczną kory  mózgowej (Mc Ewen 
i wsp. 1972). Wyższą zawartość białek niehistonow ych w korze mózgowej 
szczura w  porów naniu  z innym i obszarami mózgu stwierdzili F u ji tan i 
i Holoubek (1974), p rzy  czym dotyczyło to białek luźno związanych 
z chrom atyną. W ykazano także wyższą aktyw ność m etaboliczną białek 
ch ro m a ty n y  rozpuszczalnych w  0,35 M NaCl (U m ansky i wsp. 1976), ich 
s ty m u lu jący  w pływ  n a  procesy tran sk ry p c ji  (K ostraba i wsp. 1975) oraz 
zm iany  w  składzie ilościowym i jakościowym  w czasie rozwoju i różni
cow ania (Heizman i wsp. 1980; Bojanovic i wsp. 1981).

Skład  ilościowy i jakościowy białek niehistonow ych mózgu był p rzed
m iotem  w ielu  badań. Zastosowanie m etod e lek troforetycznych  pozwoliło 
na  w ykazanie  ich homologii, jak  również różnic gatunkow ych  i tkanko
wych. Liczba i natężenie prążków  oraz p lam  uzyskanych  w  trakcie  elek
tro forezy  białek n ieh istonow ych jest różna w pracach  poszczególnych
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autorów, co w ynika zarówno z m etod stosowanych do izolowania białek, 
jak  i siły rozdzielającej uk ładu  elektroforetycznego. Za pomocą metod 
e lek troforetycznych  w ykazano ograniczoną swoistość białek n iehistono- 
w ych w  różnych obszarach mózgu oraz swoistość związaną z rodzajem  
kom órek (Fujitani, Holoubek 1974; Choie i wsp. 1977; O H ’H ara  i wsp. 
1977; Tsitilou i wsp. 1979; Heizman i wsp. 1980). F le ischer-L am brapoulos
i Pollow (1978), w  bardzo p recyzy jnych  badaniach polegających na  roz
dziale białek niehistonow ych izolowanych z kom órek  nerw ow ych  i gle
jowych na  m ikrokap ila rach  oraz p rep a ra ty w n y m  izoogniskowaniu, o trzy
m ali 1200 frakcji  b iałkow ych i w ykazali ich w yraźną swoistość k om ór
kową.

158 94 67 ^з 25 13,7  kDa

Ryc.  4. W ykresy  d en sy to m etry czn e  i zdjęcia  e lek tro fo reg ra m ó w  b ia łek  LM G (e lek 
troforeza  w g  L a em m li  1971) z m óżdżków : a —  królik i kontro lne ,  b —  k ró lik i  pt 

Fig. 4. D ens itom etr ie  scans and ph otograp hs of LM G prote ins e lectroph oregram s  
(e lectrophoresis  according  to L a em m li 1971) from  cereb ellum : a —  control rabbits,

b —  pt rabb its

Przeprow adzone przez nas porów nanie białek niehistonow ych z róż
nych  obszarów mózgu królików wykazało nieznaczne różnice w ich sk ła
dzie, głównie ilościowe. Analiza odpow iadających sobie frakcji b iałek nie-
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histonow ych z mózgów królików  zdrow ych i m u tan tów  p t w ykazała  ist
nienie pew nych  różnic w ich składzie ilościowym i jakościowym, zwłasz
cza w białkach w y preparow anych  z móżdżków. Wśród białek LGM  k ró 
lików p t obserw uje się dodatkow ą frakcję  o m.cz. około 80 000 oraz róż
nice w rozdziale frakcji m.cz. 110 000— 95 000. W białkach niehistonow ych 
ekstrahow anych  m ocznikiem z m óżdżku królików  pt stw ierdzono obec
ność dodatkowego pasm a o m.cz. 56 000 oraz znacznie in tensyw niejsze 
w  porów naniu  z kontro lą  pasm a białek o m.cz. 140 000, 115 000 i 44 000.

Niewielkie, t ru d n e  do uchw ycenia różnice w składzie białek n ieh isto
now ych mogą być spowodowane faktem, że przew ażająca ich część speł
n ia  w  kom órkach  podobne funkcje enzym atyczne i s t ru k tu ra ln e  oraz ma

158 94 67
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Ryc. 5. W ykresy densytom etryczne elektroforegram ów białek LMG i białek silnie  
zw iązanych z chromatyną (elektroforeza w g Laem m li 1971) z mózgów królików kon
trolnych: a —  białka LMG z płatów  mózgowych, b — białka silnie związane z chro
matyną z płatów  m ózgowych, с — białka LMG z móżdżku, d — białka silnie zw ią

zane z chromatyną z móżdżku  
Fig. 5. D ensitom etrie scans of LMG proteins and proteins tightly chromatine-bound  
(electrophoresis according to Laem m li 1971) in brains of control rabbits: a — LMG 
proteins from  cerebral hemispheres, b — proteins tightly chrom atine-bound from  
cerebral hemispheres, с — LMG proteins from cerebellum, d —  proteins tightly  

chromatine-bound from cerebellum
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podobną lokalizację w  chrom atynie , a tylko nieznaczna ilość w ykazuje 
ścisłą swoistość i może pełnić funkcje  regulacyjne. O bserw ow ane różnice 
w składzie białek niehistonow ych w  mózgach kró lików  zdrowych i k ró 
lików p t  —  m u tan tó w  neurologicznych, mogą być w yrazem  zaburzeń m e
tabolizmu w ośrodkow ym  układzie nerw ow ym .

158 94 67 43 25 1 3 , 7  к Da
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Ryc.  6. W y k resy  d en sy to m etry czn e  i zdjęcia  e lek tro fo reg ra m ó w  b ia łek  n ieh iston o
w y ch  s iln ie  zw ią za n y ch  z ch rom atyn ą  (e lektroforeza  w g  L a em m li 1971) z m óżdżków:  

a —  królik i kontro lne , b —  królik i pt 
Fig. 6. D ens itom etr ie  scans and photographs of n on h iston e  t igh tly  chrom atin e-b ound  
proteins (e lectrophoresis  according  to L a em m li 1971) from  cerebellum : a —  control

rabbits, b —  pt rabbits

N O N H IS T O N E  N U C L E A R  P R O T E IN S FRO M  D IF F E R E N T  REG IO NS  
OF H E A L T H Y  A N D  P T  R A B B IT T ’S B R A IN

S u m m a r y

The non h iston e  chrom osom al prote ins from  three  d ifferen t  anatom ica l brain  
reg ions of the p t rabbit m utan t w e r e  com pared w ith  those  from  control rabbit. 
The am oun t of th e  n on h iston e  chrom osom al prote ins is characteristic  of each  
studied  brain  reg ion  and s im ilar  in  the brains of pt and control rabbits. T w o  
fractions o f  the non h iston e  chrom osom al proteins: LMG and tigh tly  bound w ere
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an a ly sed  by S D S  e lectrophoresis .  Som e q u a n tita t iv e  and q u a lita t iv e  d ifferen ces  
w e re  found to e x is t  b e tw e en  non h iston e  prote ins obta ined  from  the  cereb e llu m  
of the  pt rabbits and from  the  cereb e llu m  of the  control group.

НЕГИСТОНОВЫЕ БЕЛКИ ХРО М АТИН А ИЗ РАЗНЫХ РАЙОНОВ МОЗГА  
КРОЛИКА РТ И ЗДОРОВОГО

Р е з ю м е

Проведено сравнение негистоновых белков выделеных из хроматина анатомически 
разных областей мозга кроликов —мутантов с наследственным дрожательным параличем 
(pt) и контрольных животных. Концентрация негистоновых белков не различалась в мозгах 
кроликов pt и контрольных и была выше в полушариях головного мозга, чем в мозжечоке. 
С помощью электрофореза в полиакриламидном желе было показано наличие компонен
тов прочно и непрочно связаных негистоновых белков, различающихся в мозгах кролика 
pt и контрольных животных.
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M ICH AŁ K R A S Z P U L S K I, T E R E SA  W RZO ŁK O W A

BLOOD-BRAIN EXCHAN GE IN VARIOUS R EG IO N S 
OF THE LIM BIC SYSTEM. M ORPHOM ETRIC STUDIES*

L aboratory  of E lectron  M icroscopy, School of M edicine, G dań sk

The term inal vessels of the centra l nervous system  have for m any  
years  been the subject of studies carried  out in our L ab o ra to ry  (Luka- 
szyk et al. 1984; W rzolkowa et al. 1984; K raszpulsk i et al. 1985; Łukaszyk 
1985; Kraszpulski, W rzolkowa 1986; W rzolkowa, Ł ukaszyk  1987). O ur 
previous m orphom etric  studies carried  out in the light microscope on 
hea lthy , adult individuals, have shown a difference in the vascularization 
density  in the motor, limbic and visual cortex  of the cat and  r a t  (Wrzol
kow a et al. 1984) and in par ticu la r  nuclei of the cat am ygdaloid  body 
(K raszpulski et al. 1985). We have also ascertained differences in the 
vascularization density  in various areas of the cat limbic system  (amyg
daloid body —  190 ±45  and limbic cortex  from the region of the  sulcus 
c rucia tus  —  241 ±47 vessels p e r  m m 2). We suggested th a t  these  results 
m ay  be dependen t on the d ifferences in the phylogenesis of the  investi
gated  areas.

In  o rde r  to verify  the above hypothesis, in the  p resen t paper, the 
vascularization density  in old and  new  cortex  (archi- and  neocortex) are 
com pared. Specimens obtained from  th ree  regions of the limbic system: 
h ippocam pus (archicortex), the region of sulcus cruciatus and  the  gyrus 
cinguli (neocortex) w ere  studied. The following m orphological p a t te rn s  
of b lood-brain  exchange w ere  studied: the n u m b er  of cap illary  vessels 
p e r  1 m m 2, the ratio  of the circum ferences of these vessels and  their 
cross-sectional area  to the tissue area, and  the m ean cross-sectional area  
of a single te rm inal vessel.

M A T E R IA L  A N D  M ETH O DS

The studies w ere perfo rm ed  on 272 specim ens obtained from  11 
hea lthy , adu lt  cats. F rom  each individual 5— 60 specimens w ere  ex a 
mined. T h ir ty  specimens from  the hippocam pus rep resen ted  the  archi-

• Supported by Polish Academ y of Sciences, Grant No 06.02.11.1.5.
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cortex, 88 specimens from  gyrus cinguli and 154 from sulcus crucia tus  
represen ted  the neocortex.

The location of the chosen area, p repara tion  of specim ens and 
sem i-autom atic  data  collection w ere carried  out according to the m ethod 
described in the previous pape r  (Kraszpulski et al. 1985). The resu lts  
obtained w ere  analysed by one-w ay ANOVA followed by m ultip le  com
parison procedure  (Tukey) w ith  a significance level a — 0.05 (Johnson, 
Leone 1977).

RESULTS

The n u m b e r  of te rm inal vessels per  1 m m 2 of tissue in the exam ined  
specimens from  d iffe ren t regions of the limbic system  var ied  betw een  
123 and 385. The m ean values for par ticu la r  regions were: h ippocam 
pus —  168 ±31, sulcus cruciatus — 255 ±48  and gyrus cinguli — 279 ±48  
(Fig. 1). S ta tis tica lly  significant differences in the vascularization density  
w ere found among all exam ined  regions.

Fig. 1. V ascu lar iza tion  den s ity  in  the  variou s reg ions of the l im b ic  sy s tem . H —  
hippocam pus, В —  su lcus  cruciatus , Z —  gyrus c inguli,  sta t is t ica lly  s ign ificant  

d ifferen ces  accord ing  to T u k e y ’s test (a =  0.05)
Ry e.  1. G ęstość  u n a czy n ien ia  term in a ln eg o  w  różnych  oko licach  uk ładu  l im bicznego .  
H —  hipokam p, В —  bruzda krzyżow a, Z •— zakręt obręczy, sta tystyczn ie

istotna  różn ica  w  teśc ie  T uk eya  (a =  0,05)

The ratio  of term inal vessel circum ferences to tissue cross-sectional 
area, represen ting  in tw o-dim ensional specimens the area  of exchange 
betw een blood and  the tissue surrounding  the vessels, ranged  in the 
exam ined  specim ens from  3.76 X 10—3 to 14.75 X 10—3 | і т Д і т 2. The m ean 
values for the  exam ined regions of the limbic system  were: h ippocam 
pus —  6.06 X 10“ 3 ± 1.37 X 10“ 3 [im/um2, sulcus crucia tus  —  9.21 X 
X 10~3 ±1.89 X 10-3 (xm/[im2, gyrus  cinguli — 9.75 X  10“ 3 ± 1.54 X 10-3 
[im/]im2 (Fig. 2). S ta tis tica lly  significant differences w ere  found betw een
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the h ippocam pus and  the sulcus cruciatus and betw een the h ippocam pus 
and the gyrus  cinguli, w hereas  comparison of the sulcus crucia tus  w ith  
the gyrus  cinguli did no t reveal any significant differences.

The ratio  of te rm inal vessel area  to tissue cross-sectional area  ranged 
from  6.49 X 10-3 to 36.09 X 10~3 |л т 2/ ^ т 2. The m ean values for the ex a
m ined  regions of the limbic system  were: h ippocam pus —  13.07 X 10~3 ±

— В — Q ^ z

Fig. 2. R atio  of c ircu m feren ce  of v e sse ls  to t issu e  area in the  v ar iou s reg ions of 
the  l im bic  system . H  —  hippocam pus, В —  su lcus cruciatus , Z —  g y r u s  cinguli,  
-o -  sta t ist ica lly  s ig n if ica n t d ifferen ces  accord ing  to T u k e y ’s test, - • -  sta t is t ica lly  

in s ig n if ica n t  d ifferen ces  according to T u k e y ’s test  (a =  0.05)
Ry e.  2. S to su n ek  o b w o d ó w  n a czy ń  term in a ln y ch  do p o w ierzch n i tkan k i w  różnych  
oko licach  uk ładu  l im b icznego . H —  hipokam p, В —  bruzda krzyżow a, Z —  zakręt  
obręczy, -o -  s ta ty s ty czn ie  is to tna  różn ica  w  teście  T uk eya , s ta ty s ty czn ie  n ie 

is totna  różn ica  w  teście  T u k eya  (a =  0,05)

Fig. 3. R atio  of v e s se l  area to t issue  area in  the v ar iou s reg ions of th e  l im b ic  sy 
stem . H —  hip pocam p us , В —  su lcus  cruciatus , Z —  g y ru s  c inguli,  s ta tist ica lly  
s ig n if ica n t  d if feren ces  accord ing  to T u k ey ’s test, -o -  s ta t is t ica lly  in s ig n if ica n t  d if 

feren ces  accord ing  to T u k e y ’s test  (a =  0.05)
Rye.  3. S to su n ek  p o w ierzch n i naczyń  term in a ln y ch  do p o w ierzch n i tk a n k i  w  róż
n y c h  ok o lica ch  u k ła d u  lim b icznego . H —  hipokam p, В —  bruzda krzy żo w a , Z —i 
zakręt obręczy , -^ - s ta ty s ty c z n ie  istotna różnica w  te śc ie  T uk eya , -о -  Б іаіузіусгл іе  

nie is to tn a  różnica w  teście  T u k ey a  (a — 0,05)
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±3.79 X 10-3 fim2/[im2, sulcus cruciatus —  19.78 X 10- 3 ±5.43 X 10-3 
[rni2/fim2, gyrus cinguli —  20.03 X 10~3 ±3.71 X 10-3 |лт2/|Ші2 (Fig. 3). 
S ta tis tica lly  significant d ifferences w ere  found be tw een  the h ippocam pus 
and the sulcus cruciatus and betw een  the h ippocam pus and  the gyrus  
cinguli. Comparison of the sulcus cruciatus w ith  the gyrus cinguli did 
not reveal any significant differences.

The m ean values of the cross-sectional area  of a single te rm inal vessel 
in the exam ined regions of the limbic system  were: hippocam pus — 
77 ± 14 цт2, sulcus cruciatus — 78 ±19  цт2, gyrus  cinguli — 73 ± 1 2  цт2 
(Fig. 4). These values did not reveal any sta tis tica lly  significant diffe
rences betw een  p a r ticu la r  regions.

[urn2],

100 -

80 -  ______

60 - _ L

-

2 jD  -

H ^ r O  —  В — 0 ^ 2

Fig. 4. M ean  area of a s ing le  term in a l v e sse l  in  th e  va r io u s  reg ions of th e  l im b ic  
system , H —  hippocam pus, В —  su lcus  cruciatus , Z —  g yrus c inguli,  -o -  s ta t is t ica lly  

in s ig n if ica n t  d ifferen ces  accord ing  to T u k e y ’s test  (a =  0.05)
Rye.  4. Średnia  p ow ierzch n ia  jednego  naczynia  te rm in a ln eg o  w  różnych oko licach  
układu  lim bicznego . H —  hipokam p, В —  bruzda krzyżow a, Z —  zakręt obręczy,  

-o -  sta ty sty czn ie  n ie is to tn a  różn ica  w  te śc ie  T u k eya  (a =  0,05)

D IS C U S S IO N

The above resu lts  of the m orphom etric  evaluation of the term inal 
vessel system  enable us to find statis tica lly  significant d ifferences in 
respect to the th ree  exam ined  p a ram ete rs  am ong the exam ined regions 
of the limbic system.

The hippocam pus belonging to the a rch icortex  differs d istinctly  from 
the exam ined  regions of the neocortex  (sulcus cruciatus and gy rus  cin
guli) showing less vascularization  density, a low er area  of b lood-brain  
exchange and a low er area  of blood flow for a b ra in  area  unit. A signi
ficant d ifference betw een  the  sulcus crucia tus  and the gyrus  cinguli 
refers  only to the vascularization density, the  values  of o ther param ete rs  
rem ain ing  the same.

The m ean cross-sectional a rea  of a single te rm inal vessel in the  spe
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cimen was identical in all exam ined  regions of the limbic system. A s
sum ing a random  section angle of pa r ticu la r  vessels, it m eans th a t  the 
capillary  vessels w ere  sim ilar in size both in the h ippocam pus and in 
the exam ined  areas of the neocortex.

The differences showed in te rm inal vessels of both  the h ippocam pus 
(archicortex) and the previously exam ined  (Kraszpulski et al. 1985) am yg
daloid body (paleocortex), in comparison w ith  the sulcus cruciatus and 
the gyrus  cinguli belonging to the neocortex, seem to confirm  our p re 
vious suppositions as to the connection betw een these differences and 
the phylogenetic developm ent of the brain.

The term inal vascularization could thus be ano ther morphological 
feature  d ifferen tia ting  the alio- and isocortex regions. Hovewer, the dif
fe ren t vascularization density  in the sulcus cruciatus and the gyrus 
cinguli as well as differences existing in the vascularization of p ar ticu la r  
nuclei of the  am ygdaloid  body (Kraszpulski e t al. 1985) signal the pos
sible existence of o ther  sources of this variation.

The l i te ra tu re  data  also point to differences in vascularization of the 
bra in  connected w ith  the ontogeny level (Bär 1978; M eier-Ruge e t al. 
1980; Bell, Ball 1981) or w ith  damages caused ex pe rim en ta lly  — protein  
deficiency in the firs t  days a f te r  b ir th  (Conradi et al. 1979), thyro id  g land 
indisposition (Eayrs 1954) or b ra in  ischemia (Imddahl, H ossm ann 1986). 
These differences in the term inal vascularization of the bra in  are p ro 
bably  re la ted  to various mechanisms governing the organism  functions in 
physiological conditions. Some of these m echanism s m ay also p lay  a role 
in the developm ent of term inal vascularization in phylogenetically  dif
fe ren t brain regions.

It cannot, however, be forgotten th a t  the limbic system  exam ined 
by us is charac terized  by  a wide functional d ifferen tia tion  (Fonberg 
1968; Adamec, S ta rk -A dam ec 1983; Ellis, K esner 1983; Fem ano et al. 
1983; Lehm an, W inans 1983; C audarella  et al. 1984). Thus, the role of the 
physiological function of the exam ined  region m ay  be the most signifi
cant factor connected w ith  the developm ent of the vessel system  in fliese 
areas.

W Y M IA N A  K REW — MÓZG W W Y B R A N Y C H  O K O LIC ACH  U K Ł A D U  
LIM BIC ZNEG O . B A D A N IA  M O R FO M E TRYC ZNE

S t r e s z c z e n i e

W celu  p orów n an ia  w y b ra n y ch  p a ra m etró w  u n aczyn ien ia  term in a ln eg o  w  róż
nych  f i lo g e n e ty cz n ie  struk turach  uk ładu  lim b icznego  zbadano liczbę  naczyń  w ło 
so w a ty ch  na 1 m m 2 tkanki, stosun ek  p ow ierzchn i ich przek rojów  do pow ierzchn i  
tkan k i,  s to su n ek  su m y  ich  o b w o d ó w  do p ow ierzchn i tkan k i oraz średnią  p o w ierzch
n ię  jednego  na czy n ia  term ina lnego  w  skraw ku . P rzed m io tem  badań b y ły  272 w y 
c ink i z 11 m ó zg ó w  dorosłych  kotów , pochodzące  z h ip okam pa (a r c h i c o r t e x ) oraz  
bruzdy k rzyżow ej i zakrętu  obręczy (n e o c o r t e x ).

N a p o d sta w ie  u zy sk a n y ch  w y n ik ó w  stw ierdzono, że h ip o k a m p  (a r c h ic o r t ex )
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zd ecy d o w a n ie  odbiega od bad anych  okolic  n e o c o r t ex ,  w y k a zu ją c  m nie jszą  gęstość  
u n aczyn ien ia  term ina lnego , m n ie jszy  stosun ek  o b w o d ó w  naczyń  te rm in a ln y c h  do 
p o w ierzch n i tkan k i (w y k ła d n ik  p ow ierzchn i w y m ia n y  k rew — tkanka) i m n ie jszy  
s to su n ek  p ow ierzchn i tych  naczyń  do pow ierzchn i tkan k i (w y k ła d n ik  p ow ierzchn i  
przep ływ u). M iędzy bruzdą k rzyżow ą a zakrętem  obręczy s ta ty s ty czn ie  is to tna  róż
n ica  zachodziła  jedyn ie  w  gęstośc i unaczyn ien ia .  W ielkość  bad anych  naczyń  te r 
m in a ln y ch  była  podobna w e  w szy s tk ich  p o r ó w n y w a n y c h  okolicach  uk ła d u  lim b icz -  
neg o  m ózgu  kota.

ОБМ ЕН  КРОВЬ -  МОЗГ В НЕКОТОРЫХ ОБЛАСТЯХ ЛИМБИЧЕСКОЙ СИСТЕМЫ  
МОРФОМЕТРИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

Р е з ю м е

Чтобы сравнить избранные параметры терминального кровоснабжения] в филогене
тически разных областях лимбической системы, исследовалось количество капилляров 
в 1 m m 2 ткани, соотношение площади их поперечного сечения к площади ткани, соотно
шение суммы их окружности к площади ткани, а также среднюю площадь одного терми
нального сосуда в срезе. Были исследованы 272 отрезка из 11 мозгов взрослых кошек. Отрез
ки были взятые из гипокамиальной коры (archicortex) а также крестцовой борозды и пояс
ной извилины (neocortex). Результаты исследовании показали, что archicortex четко отли
чается от исследованных областей neocortex, проявляя меньшую густоту терминального 
кровоснабжения, меньшее отношение окружностей терминальных сосудов к площади ткани 
(показатель площади обмена кровь — ткань) и меньшее отношение площади этих сосудов 
к площади ткани (показатель площади протока). Статистически существенная разница между 
крестцовой бороздой и поясной извилиной касалась только густоты кровоснабжения Ве
личина исследованных терминальных сосудов была сходная во всех сравниваемых областях 
лимбической системы мозга кошки.
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R ELA TIO N S BETW EEN NERVE TERM INALS AND COM PONENTS 
OF TERM INAL VESSELS OF THE CAT AM YGDALOID BODY*

L aboratory  of E lectron  M icroscopy, School of M ed ic ine , G dańsk

The application of m orphom etric  analysis in the evaluation of term inal 
vessels in cen tra l  nervous system  has enabled num erous scientists to dis
cover th a t  th ey  have th e ir  own characteris tic  features  dependent on the 
location, age and  nutrition , changing in d iffe ren t physiological and p a 
thological conditions (Bär, Wolff 1977; Conradi et al. 1979; M aier-Ruge 
et al. 1980; Bell, Ball 1981; Im dahl, Hossm ann 1986).

The m orphom etric  investigations carried  ou t in our labora to ry  com
prised  both  term inal vessels and perivascu lar  nerve  term inals. We found 
some u ltra s t ru c tu ra l  features  in the exam ined regions of the cat and ra t  
cerebral cortex, suggesting the possibility of functional re la tions betw een 
perivascu lar  nerve  term inals  and com ponents of te rm ina l vessel walls 
(Lukaszyk et al. 1984). We have also found th a t  there  are some features  
d iffe ren tia ting  the exam ined  areas of the cortex  from  one ano ther as has 
also been confirm ed at the light microscope level (Wrzolkowa et al. 1984). 
Taking for g ran ted  th a t  these differences are the reflection of an active 
d iffe ren tia tion  of the exam ined  regions of the bra in , we have carried 
ou t fu r th e r  investigations on the am ygdaloid body consisting of num erous 
nuclei vary ing  in s truc tu re ,  function, and  connections (Koikegami 1963; 
Fonberg  1968; Ju ra n iec  et al. 1974; Narkiewicz et al. 1978; K evette r, W i- 
nans 1981a, b; Fem ano et al. 1983).

In our investigations of the amygdaloid body term inal vessels a t the 
ligh t microscope level we distinguished two groups of nuclei: basal- la te- 
ral and  centra l-m edial-cortica l (Kraszpulski et al. 1985). However, m or
phom etric  exam inations of the u l t ra s t ru c tu ra l  com ponents of te rm inal 
vessels showed stab ility  of the features  exam ined  w ith in  the amygdaloid 
body (Lukaszyk 1985).

Assuming, on the basis of o ther au th o r’s observations and  our previous

* Supported by Polish Academy of Sciences, Grant 06-02.II.1.5.
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studies (Rennels, Nelson 1975; Swanson et al. 1977; Edvinsson et al. 1979; 
Łukaszyk  et al. 1984) th a t  the te rm inal vessels in the centra l nervous  
system  m ay constitu te  together w ith  the per ivascular  nerve  te rm inals  
an active conjugate unit, we included some of the ir  fea tu res  in the m or-  
phom etric  analysis.

This requ ired  extension of statistical methods. The previously  used 
one-dim ensional analysis of variance did not take into account p rospec
tive connections betw een par ticu la r  exam ined fea tu res  defining vessels 
of nerve  term inals . The m u ltiva r ia te  analysis of variance (MANOVA) 
used in this paper  is based on jo in t consideration of all exam ined  fe a tu 
res of vessels and  perivascular nerve term inals  taking into account cor
re la tions betw een  them.

The purpose of the p resen t w ork  is the exam ination  of the re la tions 
existing betw een  the perivascular nerve  term inals  and components of 
te rm inal vessels and  checking if these relations are d ifferen tia te  betw een  
the exam ined  nuclei of the cat amygdaloid body.

M A T E R IA L  A N D  M E T H O DS

The exam inations w ere  carried  out on the m ater ia l  obtained from  
8 adu lt  cats. The subject of the exam inations w ere  specimens taken  from  
5 nuclei of the amygdaloid body (lateral, basal, central, medial and  cor
tical).

The m ater ia l  w as obtained and  p repared  for exam ination  in a s tan 
dard  w ay  (W rzołkowa et al. 1984; K raszpulski et al. 1985). The accuracy 
of the specimens obtained was checked in sem i-th in  sections stained w ith  
toluidine blue.

U ltra - th in  sections w ere exam ined  w ith  JEM  7A electron microscope. 
332 sections of te rm ina l  vessels and 319 “close” synapses w ere  exam ined  
(“close” m eaning the nerve te rm inal separated  from  the vascular base
m en t  m em brane  b y  a cell process no t w ider than  40 n m  or adhering  
im m edia tely  to the basem ent m em brane  along a small segment). Elec
tronogram s of whole te rm inal vessel sections magnified X 6500— 11 000 
as well as e lectronogram s of “close” axon te rm inals  m agnified  X 14 000—  
— 20 000 w ere  analysed m orphom etrica lly  by  m eans of an accordingly 
p rogram m ed WANG 2200 VP m inicom puter. The quan ti ty  and type of 
the da ta  p u t  into the com puter and the activities associated w ith  it w ere 
identical to the previously  described ones (Łukaszyk 1985). Additionally, 
inform ation connected w ith  “close” axon term inals  was in troduced into 
the com puter mem ory.

The com puter o u tp r in t  contained the following data: whole vessel 
lum en surface area and vessel walls endothelium  and pericyte surface 
area, vessel circum ference, endothelium  ex terna l circumference, vessel 
lum en circum ference, length  of lines of d irect and  whole adherence of
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pericytes to endothellium , area  and c ircum ference of synapse, leng th  of 
lines of adherence of “close” axon term inals  to vessel wall, n u m b er  of 
“close” synapses contacting o ther  nervous processes, n u m b er  of axon t e r 
minals w ith  spherical, f la t tened  and m ixed vesicles and n u m b er  of sy 
napses containing g ran u la r  vesicles.

These sections of lines of complete adherence of pericy tes in w hich 
no basem ent m em brane  w as seen w ere taken  for lines of direct adherence 
of pericytes to endothelium  (Łukaszyk 1985). The p a r t  of the  synapse 
perim eter, w hich lay at the distance of 40 nm  from  the vessel wall, w as 
taken as the length  of the line of adherence of the axon te rm inal to the 
vessel.

S tatistical evaluation of the resu lts  obtained was carried  out by m eans 
of a set of program m es in BASIC w orked  out in our Laboratory . The n o r 
m ality  of distribution of the featu res  exam ined  was checked, and  in cases 
w hen the  dissolution deviated from  norm al, an adequate  da ta  t ran s fo r
mation (logarithmic, hyperbolic, logit or arcus sinus) was used. The re 
sults w ere tested  by m eans of:

1. S im ultaneous comparison procedure (N ew m an-K euls’ test) a f te r  
carrying out a one-dim ensional and one-agent analysis of variance.

N ew m an-K euls  procedure  allowed for isolation of a r ithm etic  m ean  
groups not d iffering from  one another. The risk of e r ro r  of the  first  k ind  
was taken  into account for the whole comparison family and not only for 
p ar ticu la r  tests, reducing thus the possibility of a too big falsely positive 
e rro r  in conclusions (Johnson, Leone 1977).

2. A set of procedures based on a MANOVA w hich (in con trad is tin 
ction to a one-dim ensional analysis) takes into account the combined 
influence of all fea tu res  on the phenom enon described by  them. The 
ascertain ing of the existence of the differences among the groups e x a 
mined in reference to the sim ultaneously  considered featu res  was based 
on the hypothesis  of the equality  of vectors of m ean  values in par ticu la r  
groups. Conclusions w ere  based on a -W i lks’ statistics approx im ated  by  
m eans of the F -Snedecor distribution.

A p a r t  from  the global comparison of 5 groups of results, comparisons 
of pa r ticu la r  pairs  of groups w ere carried  out m aking use of the sam e 
algorithm. Additionally, in order to find  prospective d ifferences betw een  
vectors of m ean  values in successive pairs  of groups, H oteling’s tes t T 2 
was applied. The T2 statistics is bu il t  on the basis of the M ahalanobis D 2 
distance. F or these pairs of groups, in w hich significant differences was 
ascertained, combinations of fea tu res  having the g reatest influence on 
these d ifferences w ere chosen, a -W i lks’ statistics was taken  for the cr i
terion denoting the discrim ination force (Ahrens, L äu te r  1979; B artk o 
wiak 1979).

The significant level accepted in evaluation of the resu lts  was a =  
=  0.05.
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R E S U L T S

In five exam ined  nuclei of the cat am ygdaloid  body no differences 
in the m edium  size of “close” synapses w ere  found. Both the surface area  
(Fig. 1) and the circum ference of these axon te rm inals  (Fig. 2) did not 
distinguish the nuclei from  one another. The N ew m an-K eu ls  test shows 
in these cases the hom ogeneity  of the  group of 5 nuclei.

The length  of the adherence section of the  axon term inals  to the ves
sel was the n ex t  p a ram e te r  exam ined  (Fig. 3). The sim ultaneous com pa
rison procedure applied did not reveal an y  statis tica lly  significant dif-

05
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0,1

C PS p в к

Fig. 1. M ean v a lu e  of the su rface  area of a x o n  term in a ls  in  particu lar  nuclei:  
С —  centra l, P S  —  m edia l,  P  —  basal, В —  lateral, К  —  cortical  

Ry e.  1. Średnia  w a r to ść  pola p o w ierzch n i ko lb ek  w  p oszczegó lnych  jądrach: С —• 
centra lne , P S  —  przyśrodkow e, P  —  p o d sta w n e ,  В —  boczne, К  —  korow e
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Fig. 2. M ean  v a lu e  of the c ircu m feren ce  of a x o n  term in a ls  in pa rticu la r  nuclei:  
С —  centra l, P S  —  m edia l, P  — basal, В —  lateral, К  —  cortical  

Ry e.  2. Średn ia  w a r to ść  ob w od u  k o lb ek  w  poszczeg ó ln y ch  jądrach: С —  centralne,  
P S  —  przyśrodkow e, P  —  p o d sta w n e ,  В —  boczne, К  —  k o ro w e
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ferences among the exam ined nuclei. Synapses in 68°/o to 87°/o contained 
only spherical vesicles (Fig. 4). The rem ain ing  axon term inals  contained 
m ixed vesicles —  spherical and flattened. Also in this case the N ew - 
m an-K euls  test showed the hom ogeneity  of the 5 exam ined  nuclei.

Some of the exam ined  synapses contained additionally  s ingular g ra 
n u la r  vesicles. The n u m b er  of synapses w ith  g ran u la r  vesicles oscillated 
in the par ticu la r  nuclei from  10% to 29°/o (Fig. 5), showing hom ogeneity 
within the exam ined  group of 5 nuclei.

A p a r t  of the “close” synapses formed contacts w ith  o ther nerve p ro-
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0Л
0,3

PS Pс b к

Fig. 3. M ean  v a lu e  of the len g th  o f  the l in e  o f  a d h erence  of the syn ap se  to  the  
v e sse l  in particu lar  nuclei: С — centra l, P S  —  m edial, P  —  basal, В —  latera l,

К  —  cortical
Rye.  3. Średnia  w a r to ść  d łu gości l in ii  p rzy legan ia  ko lb k i do naczyn ia  w  bad anych  
jądrach: С —  cen tra lne ,  P S  —  p rzyśrodkow e, P  —  p o d sta w n e, В —  boczne, К  —

k o ro w e

80

60

КС PS P в

Fig. 4. F raction  of sp herica l sy n a p ses  in particu lar  nuclei: С —  central, P S  —  
m edia l, P  —  basal, В —  lateral, К  —  cortical  

Ry e.  4. F rakcja  ko lb ek  k u l is ty ch  w  poszczegó lnych  jądrach: С —  centra lne , P S  —  
przyśrodkow e, P  —  pod staw n e, В —  boczne, К  —  k o ro w e
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cesses. The n u m b er  of these synapses in pa r ticu la r  nuclei varied  from  
22 to 35°/o (Fig. 6) and  did no t d ifferen tia te  the  exam ined  nuclei of the 
am ygdaloid body.

The above p a ram ete rs  describing the axon te rm inals  were all tested 
together by m eans of m u ltivar ia te  analysis of variance. The surface area 
of synapses was disregarded  as too s trongly  corre la ted  w ith  their c ircum 
ference. The m u ltivar ia te  analysis of variance, tak ing  in to  account the 
rem ain ing  5 synaptic featu res  showed a lack of s tatis tica lly  significant 
differences among the exam ined  nuclei (Fig. 7a).

M
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// 7/ // / // Л И А/ / у Л/ // /
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// / // /
// / /

/ / /
/

. .

у/ / /
С  PS p & к

Fig.  5. F raction  of syn apses  w ith  granular  v e s ic le s  in particu lar  nuclei: С —  central,  
P S —  m edial, P  —  basal, В — lateral, К  —  cortica l  

Rye.  5. Frakcja  k o lb ek  z p ęch erzy k a m i z iarn istym i w  p o szczegó lnych  jądrach: С —  
centra lne , P S  —  przyśrodkow e, P  —  pod staw n e, В —  boczne, К  —  korow e

20 -

PS Pс k

Fig. 6. F raction  of sy n a p ses  form in g  the contact in particu lar  nuclei:  С —  central,  
P S  ,—  m edia l, P  —  basal, В —  la tera l,  К  —  cortica l  

Ry e .  6. F rakcja  k o lb ek  tw o rzą cy ch  styk  w  p o szczegó ln ych  jądrach: С —  centralne,  
P S  —  przyśrodkow e, P  —  p o d sta w n e ,  В —  boczne, К  —  k o ro w e
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E xam ination  of the “close” synapses w ould not be complete if the 
term inal vessels, n ea r  w hich the term inals  are found, w ere  no t considered. 
The N ew m an-K eu ls  test carried  out on 10 exam ined  vessel p a ram ete rs  
showed, for each of them, hom ogeneity  of groups of 5 nuclei (Łukaszyk 
1985).

с

Fig. 7. R esu lts  of the  m u lt i -v a r ia te  a n a ly s is  of va r ia n ce  for the fo l lo w in g  featu res:  
a —  sy n a p tica l ,  b —  v ascu lar ,  с —  syn a p tica l  and vascu lar .  N ucle i:  С —  centra l,  
PS —  m ed ia l,  P  —  basal, В —  lateral, К  —  cortical,  stra ight l ine  —  lack of d i f f e 

ren ces,  w a v y  line e x is t in g  d ifferen ce  
Ry e.  7. W y n ik i  w ie lo w y m ia r o w e j  ana lizy  w a r ia n c j i  dla cech: a —  ko lb k o w y ch ,  b  —  
n a c z y n io w y c h ,  с —  k o lb k o w y c h  i naczyn iow ych . Jądra: С —  centra lne ,  P S  —  p r z y 
środk ow e, P  —  p o d sta w n e, В —  boczne, К  —  korow e, l in ia  prosta —  brak różnic,

l in ia  fa l is ta  —  is tn ie je  różnica
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M ultivariate  analysis of variance of these p a ram ete rs  w as preceded 
by  exam ination of the coefficients of the ir  m u tu a l  correlation (Tab. 1). 
A fter re jection of too s trong ly  correlated  p a ram ete rs  (correlation coef
ficient ^  0.7) the endothelium  area, the per icy te  area, the endothelium  
circum ference, the  leng th  of the whole and “close” adherence of pericytes 
to the endothelium  rem ained  the subject of a fu r th e r  analysis. As a resu lt  
of the statistical p rocedures applied a s ignificant differences among the

Table 1. Coefficients o f  the mutual correlations o f  the examined vascular features 

Tabela /. Współczynniki wzajemnej korelacji badanych cech naczyniowych

Parameters AVL AE AVW AP AWV CVL CE CWV LWAP LCAP
Parametry PŚW PŚR PŚC PP PCN OŚW OŚR O CN LCPP LBPP

*Area of the vessel lumen 
(AVL)

*Pole światła naczynia 
(PŚW)

Area o f  endothelium (AE) 0.30 
Pole śródbłonka (PŚR)
*Area o f  the vessel wall 

(AVW) 0.23 0.71
■"Pole ściany naczynia 

(PŚC)
Area o f  pericytes (AP) 0.33 0.06 0.51
Pole pericytów (PP)
■"Area o f  the whole vessel 

(AWV) 0.71 0.55 0.60 0.49
*Pole całego naczynia 

(PCN)
"■Circumference of the 

vessel lumen (CVL) 0.78 0.40 0.29 0.38 0.91
*Obwód światła naczynia 

(OŚW)
Circumference of endothe

lium (CE) 0.73 0.64 0.54 0.33 0.96 0.93
Obwód śródbłonka (OŚR)
■"Circumference of the 

whole vessel (CWV) 0.71 0.53 0.63 0.55 0.97 0.89 0.94
■"Obwód całego naczynia 

(OCN)
Line o f  the whole adherence 

o f pericytes (LWAP) 0.30 0.13 0.01 0.53 0.14 0.19 0.10 0.17
Linia całkowitego przyle- 

legania pericytów (LCPP)
Line o f  the close adherence 

of  pericytes (LCAP) 0.01 0.09 0.03 0.15 0.03 0.03 0.03 0.06 0.23
Linia bezpośredniego przy

legania pericytów (LBPP)

* R ejec ted  correlated  param eters
* O drzucone sk ore low ane  param etry
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exam ined nuclei in respect to the joint partic ipation of the 5 above m e n 
tioned vessel fea tu res  was ascertained. The best (as regards  d iscrim ina
tion force) one-, tw o- and  th ree -e lem en t combinations w ere  chosen out 
of the set of these features.

F rom  p a r ticu la r  featu res  the circum ference of the  endothelium  w as 
found to have the g reatest influence on the  d ifferentiation . The best
2-elem ent combination is: the circum ference of the endothelium  and  the 
length  of the  “close” adherence of pericytes to the endothelium . The best
3-elem ent combination is: the circum ference of the endothelium , the length  
of the “close” adherence of pericytes and the leng th  of the complete 
adherence of pericytes to the endothelium .

A fte r  ascerta in ing  the statis tica lly  significant d ifferences betw een  the 
5 nuclei, m u ltivar ia te  analysis of variance w as applied to com pare each 
pair  of nucle i separately . As a resu lt of this comparison (considering the 
same 5 no t corre la ted  vessel features) the lack of the s tatis tica lly  signi
ficant d ifferences only between: la te ra l  and m edial nuclei, cortical and  
central nuclei, medial and basal nuclei, basal and  cortical nuclei was 
ascerta ined  (Fig. 7b).

These resu lts  show th a t  it is no t possible to isolate homogeneous 
groups of nuclei of the am ygdaloid body differing among them selves in 
respect to the  exam ined  vessel features. Inclusion in the m u ltiv a 
r ia te  analysis  of variance of the, so fa r  separa te ly  examined, not 
correlated, 5 synaptic  and  5 vessel fea tu res  was a fu r th e r  stage of s ta t i 
stical estim ation of the resu lts  obtained. We analysed: the circum ference 
of the synapse, the leng th  of the line of adherence of the synapse to the 
vessel, the n u m b er  of synapses containing spherical vesicles, the n u m b er 
of synapses containing g ran u la r  vesicles, the n u m b er  of synapses forming 
the  contact, the  endothelium  area, the  pericy te  area, the circum 
ference of the endothelium , the leng th  of the line of whole and “close” 
adherence of pericytes to the endothelium .

Taking into account the jo in t influence of the 10 vascu lar and sy
naptic  featu res ,  the statistically  significant differences am ong the 5 ex a
m ined nuclei w as ascertained.

The resu lts  of d iscrim inant analysis allowed to d istinguish  the com
bination of 1-, 2-, 3- and 4-elem ent fea tu res  of the  greatest discrim ina
tion force. The circum ference of the endo thelium  has the greatest in 
fluence (from all s ingular features) on the d ifferences among the nuclei. 
The best 2-e lem ent combination is: the circum ference of the endothelium  
and  the len g th  of the line of close adherence of pericytes to the endothe
lium, 3-e lem ent —  the circum ference of the endothelium , the leng th  of 
the line of close adherence of pericy tes and  the leng th  of the line of 
adherence of the synapse to the vessel, 4-e lem ent —  the circum ference 
of the endothellium , the  leng th  of the  line of the  close adherence of pe
ricytes, the leng th  of the line of adherence of the synapse and the exis-
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tence or lack of g ra n u la r  vesicles in the synapses. F u r th e r  ana lysis  ind i
cated th a t  the isolated 4-elem ent combination of fea tu res  of th e  grea test  
discrimination force is sufficient to ascertain the existing differences 
among the 5 exam ined  nuclei.

Comparison of the nuclei by pairs  did not show s ta tis tica lly  signifi
cant differences only betw een  the  la tera l and basal nucle i an d  betw een  
central and medial nucle i (Fig. 7c).

It, thus, allows to d istinguish th ree  d iffe ren t groups of nucle i of the 
amygdaloid body, i.e. the basa l- la tera l  group, the cen tra l-m edia l  group 
and  the cortical nucleus detached from  them.

D IS C U S S IO N

The division of the nuclei of the cat am ygdaloid  body in to  groups: 
basal-lateral, central-m edial, and the detached from  them  cortical n u 
cleus presen ted  in this paper, confirms the resu lts  of our s tudies a t  the 
light microscope level (Kraszpulski et al. 1985) and  the resu lts  of m o r
phological, im m unohistochem ical and  functional studies of o ther  au thors  
(Koikegami 1963; Fonberg  1968; Narkiewicz et al. 1978; Fem ano  et al. 
1983; Hollendall et al. 1986). This division w as based on the  electron 
microscope evaluation of functionally  conjugate un its  as w hich  we adop
ted te rm inal vessels together w ith  “close” synapses. The existence of 
neurocapillar complexes in o ther  tissues has been suggested by d iffe ren t 
au thors  (Tice, Creveling 1975; Forbes et al. 1977).

The p resen t resu lts  m ay  ind irec tly  confirm  the existence of functio
na lly  conjugate un its  in the am ygdaloid  body by the differences among 
these nuclei only in the case of eva lua tion  of synapses and  vessel fea tu 
res toge ther by m eans of m u ltivar ia te  analysis of variance (Fig. 7c). The 
statistical evaluation of e ither  synaptic  and  vascular fea tu res  only did 
no t allow to d istinguish  any  differing groups w ith in  the 5 exam ined 
nuclei (Fig. 7). The fact th a t  the 4-e lem ent com bination of features, dif
fe ren tia ting  the nuclei of the am ygdaloid  body, contains both  vascular 
fea tu res  (circum ference of the  endothelium , length  of the  line of close 
adherence of pericy tes to the endothelium ) and  synaptic  fea tu res  (length 
of the line of adherence of the synapse to the vessel, existence or lack 
of g ra n u la r  vesicles in the synapse) does not seem to be accidental, 
either.

The resu lts  of num erous  studies carried  out a t the level of the elec
tron  microscope suggest the existence of nerve te rm inals  functionally  
connected w ith  te rm inal vessels (Rennels, Nelson 1975; Reichle et al. 
1975; I tak u ra  et al. 1977; Sw anson et al. 1977; Edvinsson et al. 1979; 
Madison e t al. 1981; Betz, Goldstein 1984). Taking into consideration 
this suggestion we expected  the u l tra s t ru c tu ra l  fea tu res  of the exam ined 
close synapses to d istinguish the functionally  opposite nuclei of the
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am ygdaloid body. The presen ted  studies show th a t  the presence or lack 
of g ran u la r  vesicles in the synapses analysed and  the length  of the line 
of adherence of these synapses to vessels m ay be featu res  belonging to 
the 4-elem ent combination of featu res  d iffe ren tia ting  the nuclei.

The functional d ifferentiation  of the exam ined  nuclei could also be 
re la ted  to prospective neuro transm ission  by the  com ponents of term inal 
vessels which, from  the m orphological point of view, is connected w ith  
the pericy te-endo the lium  relation. In our previous w ork  (Łukaszyk 
the endothelium  and pericy te  and close contact betw een  the cellular 
m em branes of these two cells is the charac teris tic  featu re  of term inal 
vessels forming the b lood-brain barrier .  As Reichle et al. (1975), Allsop, 
Gamble (1979), Betz, Goldstein (1984) suggest, the transm ission of stimuli 
in term inal vessels of the central nervous system  m ay  run  th rough  these 
sites.

The question, w h e th e r  the location of receptors for n eu ro transm itte rs  
(Cornford, C ornford  1986) is connected w ith  these sites is no t answ ered  
yet. Analysis of the p resen ted  studies of uncorre la ted  fea tu res  of nerve 
term inals  and te rm inal vessel walls in the am ygdaloid  body points to 
the leng th  of the line of close adherence of pericy tes  to the endothelium  
and  the c ircum ference of the endothelium  as the elem ents comprised in 
the 4-elem ent com bination of features  d ifferen tia ting  the nuclei.

W ithout denying the correctness of B urns tock’s s ta tem en ts  (1975a, b) 
th a t  transm ission from  the close axon te rm inals  to the vessels cannot 
be revealed  on the  basis of morphological studies solely, it should be 
noted that, assum ing the existence of neuro transm ission , the 4 synaptic- 
-vascu lar  pa ram ete rs  d iscrim inating functionally  d ifferen t nuclei of the 
am ygdaloid body can be o rdered  in a certain  logical sequence: synapses 
w ith  g ra n u la r  vesicles —  lines of adherence of the  synapse to the te r 
m inal vessel —  the  pericyte  —  the line of close adherence of the pericyte 
to the endo thelium  — the endothelium . This suggestion requ ires  n a tu ra l ly  
m any  fu r th e r ,  thorough studies.

Z A K O Ń C Z E N IA  NER W O W E O K O Ł O N A C Z Y N IO W E  
W R E L A C JA C H  ZE SK Ł A D O W Y M I N A C Z Y Ń  T E R M IN A L N Y C H  

C IA Ł A  M IG D A Ł O W A T E G O  K O T A

S t r e s z c z e n i e

W celu  zbadan ia  s to su n k ó w  zach odzących  p o m iędzy  zakończen iam i n er w o w y m i  
o k o ło n a cz y n io w y m i a sk ła d o w y m i naczyń  term in a ln y ch  oraz sp raw dzen ia , czy róż
nicują  one b ad an e  jądra cia ła  m ig d a ło w a teg o  kota  zbadano 16 p o d sta w o w y ch  p a 
ram etrów , chara k tery zu ją cy ch  ana lizo w a n e  naczyn ia  i ko lb k i syn aptyczn e. P rzed
m io tem  b ad ań  by ły  332 przekroje  naczy ń  te rm in a ln y c h  w raz  z leżą cy m i przy nich  
319 ko lb k a m i sy n a p ty c zn y m i z 5 jąder  ciała m ig d a łow atego:  bocznego, pod staw n ego,  
cen tra lnego , p rzyśrod k ow ego  i k orow ego , od 8 dorosłych  kotów .

4 — Neuropatologia Polska 3/87
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N a p o d sta w ie  u zy sk a n y ch  w y n ik ó w  stw ierd zon o , że ocena s ta ty s ty czn a  cech  
ty lk o  k o lb k o w y ch  lub  ty lk o  n a c z y n io w y c h  n ie  p o zw a la  na w y ło n ie n ie  w  obrębie  
bad anych  5 jąder  grup różn iących  się  m ięd zy  sobą. D op iero  łączne  o d d z ia ły w a n ie  
10 n ie sk o re lo w a n y ch  cech  k o lb k o w y ch  i n a czy n io w y ch ,  u w zg lęd n io n e  w  w ie lo w y 
m iarow ej ana liz ie  w a r ia n cji ,  w y o d ręb n ia  w śró d  b a d anych  jąder 3 grupy różn iące  
się  m ięd zy  sobą. G rupę p ierw szą  sta n o w ią  jądra boczne  i pod staw n e, drugą —  jądra  
cen tra lne  i przyśrodkow e, od obu tych  grup zaś s ta ty s ty czn ie  is to tn ie  różni się  
jądro korow e. D alsza  ana liza  w y k a za ła ,  że p rz ed sta w io n e  zróżn icow an ie  jąder  m o ż
na u zysk ać  przy liczbie  cech  zred u k o w a n ej do c z tero e lem en to w ej  kom b in acji  o n a j
w ięk sze j  s ile  d y sk ry m in a cy jn ej .  N a leżą  do niej: ob w ó d  śródbłonka, d łu gość  linii  
b ezpośredniego  p rzy legan ia  p er icy tó w  do śródb łonka, d ługość  l in ii  przy legan ia  ko lb -  
ki oraz obecność  lub  brak p ę ch erzy k ó w  z iarn istych , a w ię c  zarów n o  cechy  k o lb -  
kow e, jak  i naczy n io w e .

ОКОЛОСОСУДИСТЫЕ НЕРВНЫЕ О КОНЧАНИЯ  
В СООТНОШЕНИИ С КЛЕТОЧНЫМ И  

К ОМ ПОНЕНТАМ И ТЕРМ ИНАЛЬНЫ Х СОСУДОВ  
М ИНДАЛЕВИДНОГО ТЕЛА КОШКИ

Р е з ю м е

Авторы исследовали 16 основных параметров связанных с сосудами и синаптическим 
колбочками, чтобы определить соотношения между околососудистыми нервными окон  
чаниями и составными элементами терминальных сосудов, а также чтобы проверить, отли
чают ли эти соотношения исследуемые ядра миндалевидного тела кошки.

Исследовались 332 поперечные сечения терминальных сосудов вместе с присутствующими 
вблизи 319 синаптическими колбочками у 8 взрослых кошек, в 5 ядрах миндалевидного тела: 
боковом, основном, центральном, парамедианном и корковом.

На основании полученных результатов выявлено, что статистическая оценка только 
колбочковых или только сосудистых свойств не позволяет выделить в исследуемых 5 ядрах 
отличающихся групп. Только совместное влияние 10 нескооелированных свойств колбочков 
и сосудов учитанное в многомерном дисперсионном анализе выделяет среди исследуемых 
ядер 3 отличающиеся группы. Первая группа — это ядра боковые и основные, вторая — 
центральные и парамедианные; статистически существенно отличается от этих групп кор
ковое ядро.

Дополнительный анализ обнаружил, что отличие ядер удается получить при редуци
рованном до четырех числе комбинации с самой большой силой дискриминации. К этой 
комбинации принадлежат: окружность эндотелия, длина линии непосредственноприлеаания 
перицитов к эндотелии, длина линии прилегания синаптической колбочки и присутствие 
или отсутствие зернистых пузырьков, что означает свойства так колбочки как и сосуда.
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A N D R Z E J K A P U Ś C IŃ S K I  

MÓZGOWY P R Z E PŁ Y W  K RW I W DOŚW IADCZALNYM  MODELU
Ś m i e r c i  k l i n i c z n e j  u  s z c z u r ó w

Zakład N europato log ii  C entrum  M ed y cy n y  D ośw iadcza lnej  i K lin icznej P A N ,
W arszaw a

Doświadczalny model całkowitego niedokrw ienia ośrodkowego uk ładu  
nerwowego u  szczura opisany w 1982 r. przez K orpaczew a i wsp. w y 
kazuje szereg udogodnień w porów naniu  z dotychczas stosowanym i m o
delami (Hossmann, Z im m erm ann  1974; K ołata  1979, Pulsinelli, B rierley  
1979; P lu ta  i wsp. 1980; Kapuściński, Mossakowski 1983 i in.). Należą 
do nich  przede w szystk im  dowolnie długa możliwość obserwacji zw ierząt 
po okresie n iedokrw ienia mózgu, b rak  konieczności stosowania środków 
farmakologicznych, jak  również stosunkowo nieskom plikow any zabieg 
bez w ykonyw ania  rozległej operacji  chirurgicznej. Istota tego m odelu 
polega na całkow itym  za trzym aniu  k rążen ia  u zwierząt, w yw oływ anym  
przez zaciśnięcie pęczka naczyniowego serca, p rzy  użyciu urządzenia zbli
żonego kszta łtem  do haczyka, k tó ry  w prow adza się drogą wkłucia do 
k la tk i piersiowej, bez w ykonyw ania  torakotom ii i p row adzenia długo
trw ałej kontro low anej wentylacji.  Pęczek naczyniow y serca uciskany jest 
przez okres 3,5 min, a następnie po w yjęciu  haczyka okres n iedokrw ie
nia może trw ać  n aw et do 20 min, po k tó ry m  zw ierzęta są skutecznie re a 
nim ow ane przez zastosowanie zewnętrznego m asażu serca i okresowej 
kontrolow anej w en ty lac ji  płuc. Z atrzym aniu  k rążenia  k rw i w  całym  or
ganizmie tow arzyszy za trzym anie  czynności oddechowej, dlatego też m o
del ten odpowiada stanow i śm ierci klinicznej zw ierząt z towarzyszącym  
jej ca łkow itym  niedokrw ieniem  mózgu.

Patofizjologiczna ch a rak te ry s ty k a  m odelu została szczegółowo opisana 
przez jego au torów  (Korpaczew i wsp. 1982; H am zina 1981, Łysenków  
1981) i uzupełniona badaniam i M ajkowskiej (1986). W yniki badań  m orfo
logicznych z jego zastosowaniem opisali Mossakowski i wsp. (1986). W pro
wadzenie m odelu  do badań  niedokrw ienia mózgu wiązało się z udoku
m entow aniem  całkowitego za trzym ania  k rążen ia  w  mózgu i pozostałych 
częściach organizmu. W tym  celu K orpaczew  i wsp. (1982) przeprowadzili 
badania  reograficzne mózgu, ogona i ty lnych  kończyn zwierząt, k tóre
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w ykazały  całkowite za trzym anie  k rążenia  k rw i  od pierw szych  sekund 
ucisku pęczka naczyniowego serca do początku  okresu reanim acji.  P o 
nadto  w ykonano serię doświadczeń z o tw arciem  tę tn icy  szyjnej i ao rty  
brzusznej, k tó re  nie w ykazały  krw aw ien ia  podczas ucisku pęczka naczy
niowego serca. Dodatkowo zastosowano izotopową m etodę oceny u k rw ie -  
n ia  narządów  przez dożylne wstrzyknięcie  k rw in e k  czerw onych znakow a
nych  51Cr, k tóre  nie po jaw iły  się w  tętn icy  szyjnej, aorcie i w tkance 
płucnej w  okresie ischem icznym  (Korpaczew i wsp. 1982). W dostępnym  
piśm iennictw ie nie spotkano na tom iast oceny mózgowego p rzep ływ u k rw i 
w  ty m  modelu. Było to powodem  do p rzeprow adzenia  serii badań  z za
stosowaniem m etody k lirensu  prom ieniotwórczego ksenonu.

Celem pracy  była ch a rak te ry s ty k a  mózgowego p rzep ływ u  k rw i w o k re
sie śmierci klinicznej zw ierząt i po reanim acji,  ty m  bardziej, że podczas 
okresu  niedokrw ienia u większości zw ierząt nie w ygasa b ioelektryczna 
czynność serca, k tó rą  obserw uje  się w zapisie elek trokard iograficznym  
(EKG). Szczegółowe zadania p racy  dotyczyły udokum en tow an ia  całkow i
tego za trzym ania  mózgowego przep ływ u k rw i  podczas ucisku pęczka 
naczyniowego serca, a szczególnie w  dalszym  okresie ischemii —  po za
przestan iu  ucisku oraz cha rak te ry s ty k i  mózgowego p rzep ływ u k rw i  
w  okresie poischemicznym.

M A T E R IA Ł  I M E T O D Y

B adania przeprowadzono na  38 szczurach rasy  W istar, samicach
0 masie ciała około 180 g z hodowli losowej. W p ły tk ie j narkozie e te ro 
w ej w ykonyw ano tracheostomię, umieszczano w  tchaw icy  ru rk ę  do k o n 
tro lnej w entylacji,  a następnie cewnikowano p raw ą  tętn icę udową celem 
pom iaru  ciśnienia k rw i  i lewą tętnicę szy jną  w ew n ętrzn ą  do pom iaru  
mózgowego p rzep ływ u krwi. Dla ciągłego zapisu czynności b ioelektrycznej 
mózgu, przez o tw ory  w yw iercone w lewej okolicy czołowej, ciemieniowej
1 potylicznej czaszki, umieszczano w  styczności z oponą tw ardą  trzy  
s rebrne  elektrody. EKG re jestrow ano  przy  użyciu e lek trod  igłowych, 
w k łu ty ch  do p raw ej przedniej i lewej ty lnej kończyny, a trzecią elek
trodę w kłuw ano w  podbródek. P om iar ciśnienia k rw i  prowadzono przy  
zastosowaniu p rze tw orn ika  ciśnienia P23 S tad h am  i e lek trom anom etru  
EK4 (Farum). E lek trokortykogram  (ECoG), EKG i ciśnienie k rw i re je 
strow ano w  sposób ciągły za pomocą e lek troencefalografu  8S firm y Me- 
dicor, p rzy  czym kom ponentę p rąd u  stałego poziomu ciśnienia k rw i za
pisyw ano w sposób pośredni łącząc e lek trom anom etr  z R ecorderem  360, 
f i rm y  Medipan. Dodatkowo re jes trow ano  czynność akustyczną serca p rze
kazując  sygnał k an a łu  EKG z w yjścia monitorowego e lektroencefalografu  
n a  głośnik.

Mózgowy przepływ  k rw i oceniano m etodą H oedt-Rasm ussena i wsp. 
(1966) przez w strzyknięcie do lewej tę tn icy  szyjnej w ew nętrzne j około
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30 цСі 133Xe w roztw orze fizjologicznym NaCl w objętości nie p rzek ra 
czającej 0,3 ml. Prędkość k lirensu  ksenonu z lewej półkuli mózgu zapi
sywano graficznie z użyciem zestawu apa ra tów  opisanego przez K apuśc iń 
skiego (1974). Mózgowy przepływ  k rw i obliczano przenosząc dane ze skali 
liniowej na skalę logarytm iczno-liniową stosując metodę analizy  dw u- 
kom partm en ta lne j,  obliczając przepływ  dla substancji szarej (Fg) i b ia
łej (Fw) (Waltz i wsp. 1972), jak  również metodę początkowego n ach y le 
nia krzyw ej (CBF initial) podczas dwóch pierw szych m inu t zapisu k rz y 
wej (Olesen, Pau lson  1973).

Badania przeprowadzono w 2 grupach  doświadczalnych: 5 m in u t  n ie
dokrwienia (17 zw ierząt) i 10 m in u t  n iedokrw ienia (21 zwierząt). P rzed  
w yw ołaniem  śm ierci klinicznej u każdego zwierzęcia w ykonyw ano zapis 
badanych  zm iennych z jednorazow ym  lub d w ukro tnym  w strzyknięciem  
133Xe celem oceny kontrolnego mózgowego przep ływ u krwi. P rzed  w pro 
wadzeniem  haczyka do k la tk i  piersiowej ponownie w strzykiw ano 133Xe 
re jes tru jąc  początkowy odcinek krzyw ej k lirensu  ksenonu. Podczas za
pisu mózgowego przep ływ u k rw i uciskano pęczek naczyniow y serca na 
okres 3,5 m inut. Po upływie tego czasu w yjm ow ano haczyk z k la tk i  p ie r
siowej. Zapisując w sposób ciągły k rzyw ą k lirensu  ksenonu rozpoczynano 
reanim ację po 5 lub 10 m inu tach  od początku ischemii stosując zew nętrz
ny  m asaż serca z prędkością 120 uderzeń  na  m inutę  i kon tro low aną w en 
ty lację płuc p rzy  użyciu pom py oddechowej dla m ałych  zwierząt, f irm y  
Medipan. W okresie poischemicznym mózgowy przepływ  k rw i badano 
najwcześniej pomiędzy 10 i 15 m inu tą  od końca niedokrw ienia (ksenon 
w strzykiw ano na tychm ias t  po osiągnięciu przez k rzyw ą poziomu tła), 
a następnie w  różnych przedziałach czasowych do 100 m in u ty  w  grupie 
zwierząt z 5 m inu tow ą i do 120 m in u ty  w grupie zw ierząt z 10 m inutow ą 
śm iercią kliniczną.

Analizę w yników  przeprowadzono na podstawie doświadczeń, w k tó 
rych  rean im acja  zwierząt była  skuteczna, obserwowano u nich pow rót 
czynności b ioelektrycznej mózgu, a poziom ciśnienia k rw i w  późnym  okre
sie poischemicznym zbliżony był do poziomu kontrolnego. O bejm ow ała 
ona 8 zw ierząt w  grupie z 5 m inu tow ą ischemią i 6 zw ierząt w  grupie 
z 10 m inu tow ym  niedokrw ieniem . W równoległej serii doświadczeń p rze
prow adzonych w  tych sam ych w aru n k ach  oceniono zm iany prężności ga
zów, pH i h em ato k ry tu  k rw i tętniczej (M ajkowska 1986).

W Y N IK I

Średnie ciśnienie tętnicze k rw i  w  kontro li  w  grupie zw ierząt z 5 m i
nu tow ą ischemią wynosiło 101,9 ±12,5 m m  Hg (n =  8), a w  końcow ym  
okresie poischem icznym  98,7 ±11,1 m m  Hg (n =  8), natom iast  w  grupie 
zw ierząt z 10 m inu tow ym  n iedokrw ieniem  odpowiednio 110,8 ±6,7 m m

http://rcin.org.pl



290 A. Kapuściński

Hg (n =  6) i 99,2 ±9,7 m m  Hg (n =  6). Z w ierzęta  z ciśnieniem krw i po
niżej 80 m m  Hg w końcow ym  okresie pon iedokrw iennym  nie by ły  
uwzględnione w analizie wyników. U w szystkich zw ierząt uwzględnio
nych  w analizie wyników , po rean im acji  powróciła spontaniczna czyn
ność oddechowa i b ioelek tryczna mózgu, a czynność serca była m iarow a 
z ry tm em  zatokowym.

K rzyw e mózgowego przep ływ u k rw i  w przebiegu  doświadczenia z 10 
m inu tow ą śmiercią kliniczną szczura przedstaw iono n a  rycinie 1. Ś rednie 
w artości kontro lne mózgowego przep ływ u k rw i  w  substancji szarej (Fg) 
w grupie zw ierząt z 5 m inu tow ą ischemią w ynosiły  41,4 ±4,9 ml/100 g/min 
(n =  8), a w grupie zwierząt z 10 m inu tow ą ischemią 40,5 ±6,3 ml/100 g/ 
/m in (n =  6). Ś rednie wartości kontro lne  p rzep ływ u  w substancji białej 
(Fw) w  grupie zw ierząt z 5 m inu tow ą ischemią w ynosiły  26,7 ±7,4 m l/

Ryc.  1A— ID.  K rzy w e  k liren su  138X e  z pó łk u li  m ózgu  szczura. R zędna —  r a d io a k ty w 
ność  w  im p/m in , odcięta  —  czas. R yc.  1A  —  kontro la . Ryc.  IB  —  10 m in  śm ierć  
klin iczna  (I), rean im acja  (R). Ryc.  1C —  40 m in  o kresu  po ischem icznego  —  r e a k 

ty w n a  h ip erem ia . Ryc.  ID  —  120 m in  o k resu  poischem icznego  
Figs 1A— ID.  ш Х е  c learan ce  cu rves  from  the rat bra in  hem isphere . O rdinate  —  
rad ioactiv ity  counts /m in . A b sc issa  —  tim e. Fig. 1A  —  control. Fig. IB  —  10 m in  
of c lin ica l  death  (I), réa n im a tio n  (R), Fig. 1C —  40 m in  of post isch em ic  period —  

r ea ctiv e  h yp erem ia . Fig. ID  —  120 m in  of post isch em ic  period
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100 g/m in  (n =  7), a w grupie zw ierząt z 10 m inu tow ym  niedokrw ieniem  
26,8 ±4 ,5  ml/100 g/min (n =  5).

W  czasie całego okresu ischemicznego zarówno w  trakcie ucisku pęcz
ka naczyniow ego serca, jak i po w yjęciu  haczyka obserw ow ano płaską 
k rzyw ą k lirensu  133Xe świadczącą o całkow itym  za trzym an iu  mózgowego 
p rzep ły w u  krwi.

Podczas rean im acji  trw ającej najczęściej od 1,5 do 4 m in u t  obserwo
wano pow olny w zrost ciśnienia krwi, k tó rem u  towarzyszyło w yp łu k iw a
nie 133Xe zalegającego w mózgu świadczące o uruchom ien iu  krążenia móz
gowego uw idaczniające się spadkiem  krzyw ej k lirensu  ksenonu (rye. IB
i 2). W ydajność zew nętrznego m asażu serca można było ocenić na  podsta
wie w zrostu  ciśnienia krwi, k tóre  podczas m asażu osiągało wartości około 
20 m m  Hg, nie przekraczało  ono jednak  nigdy wartości 30 m m  Hg. Wzrost 
ciśnienia k rw i  powyżej 30 m m  Hg świadczył o podjęciu hem odynam icz
nie w y d a jn e j  czynności serca.

. д..

R y c .  2. K rzy w a  k liren su  138X e  z p ó łk u li  m ózgu  szczura podczas 10 m in  śm ierc i k l i 
n icznej (I) i r ea n im a cji  (R). R zędna —  ra d io a k ty w n o ść  w  im p/m in . O dcięta —  czas.

O —  c iśn ien ie  tę tn icze  k rw i  
Fig. 2. 188X e  c learan ce  cu rv e  from  th e  rat brain  hem isp h ere  during 10 m in  of c li 
n ica l  d ea th  (I) and r éa n im a tio n  (R). O rdinate  —  ra d io a ctiv ity  counts /m in . A bscissa  

—  tim e. О —  arter ia l b lood pressu ra

C h arak te ry s ty k ę  zm ian mózgowego p rzep ływ u k rw i w substancji sza
re j  w  okresie poischem icznym  w dwóch grupach  doświadczalnych i lu 
s t ru ją  tabele  1 i 2 oraz ryc iny  3 i 4.

W zrost mózgowego przep ływ u  k rw i zarówno Fg, jak  i Fw  obserwo
w ano w  obu g rupach  doświadczalnych. W grupie zw ierząt z 5 m inutow ą 
ischemią osiągał on średnią  w artość Fg 191,7 ± 7 7 ,7 %  i w ystępow ał w cza
sie 23,1 ±9,7 (n =  8) m in u t  od zakończenia ischemii. W artości dla Fw  w tej 
sam ej grupie  dośw iadczalnej wynosiły  odpowiednio 158,6 ± 35,1% i 26,4 ±
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Tabela 1. Przepływ krwi w korze mózgu szczurów w okresie poischemicznym. Wartości w ml X 
X 100 g-1 X min-1 i jako odsetek wartości kontrolnych. Czas śmierci klinicznej — 5 min 

Table 1. Cortical cerebral blood flow in rats during postischemic period. Values in ml X 100 g-"1 X 
X min-1 and as a percentage of control values. Period o f  clinical death — 5 min

Okres poischemiczny (min) 
Postischemic period (min)

Lp. Kontrola
Control 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

1. 33,0 27,7 40,8 38,5 33,0 30,4
100% 83,9 123,6 116,7 100,0 92,2

2. 42,3 73,0 62,6 44,5 38,7 39,6
100% 172,6 148,0 105,3 91,6 93,6

3. 49,5 33,0 63,0 49,5 47,6 45,2
100% 66,6 127,3 100,0 96,1 91,3

4. 38,9 49,1 30,0 28,1 27,1
100% 126,3 77,1 72,3 69,7

5. 46,2 69,3 86,6 53,3 43,5 42,8
100% 150,0 187,4 115,4 94,2 92,7

6. 41,7 104,2 65,9 54,3 54,3 39,0 32,1
100% 249,9 158,0 130,3 130,3 93,5 77,0

7. 36,5 99,0 43,3 26,6 22,3
100% 368,7 118,6 72,9 61,1

8. 43,3 57,7 77,0 53,3 31,5 29,8
100% 133,2 177,8 123,1 72,7 68,9

Tabela 2. Przepływ krwi w korze mózgu szczurów w okresie poischemicznym. Wartości w ml x 
X 100 g-1 x min-1 i jako odsetek wartości kontrolnych. Czas śmierci klinicznej — 10 min 

Table 2. Cortical cerebral blood flow in rats during postischemic period. Values in ml x 100 g-1 x 
X min-1 and as a percentage o f  control values. Period o f  clinical death — 10 min

Okres poischemiczny (min)
Postischemic period (min)

Kontrola
Control 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

1. 33,0 40,8 1 -1 38,5 28,9 26,8 24,5
100% 124,0 Г  ^  117,0 87,6 81,2 74,3

2. 40,8 40,8 69,3 86,6 63,0 86,6 49,5 38,5 34,6
100% 100,0 169,8 212,2 154,4 212,2 121,3 94,4 84,8

3. 38,5 43,3 63,0 40,8 38,5 38,5 36,7
100% 112,5 163,6 106,1 100,0 100,0 95,3

4. 36,5 43,3 31,5 40,8 26,6 28,9 26,6 28,5
100% 118,6 86,3 112,1 73,1 79,2 73,1 78,2

5. 53,3 53,3 74,2 62,8 46,2 53,3
100% 100,0 139,2 117,8 86,7 100,0

6. 40,8 59,7 77,0 86,6 86,6 50,7 35,2
100% 146,3 188,7 212,2 212,2 124,3 86,3

http://rcin.org.pl



Mózgowy przepływ krwi 293

±7,4  min (n =  7). W grupie zw ierząt z 10 m inu tow ym  niedokrw ieniem  
w zrost Fg osiągał średnią  w artość 161,6 ± 38,5°/o i w ystępow ał w czasie 
35,0 ±14,1 m in  (n =  6) od zakończenia ischemii. W artości dla Fw  w tej 
g rupie  doświadczalnej w ynosiły  odpowiednio 175,4 ± 72,8% i 36,0 ±18,8 
m in (n =  5). P orów nanie  w artości mózgowego przep ływ u k rw i w ew nątrz  
g rup, jak  i pomiędzy g rupam i doświadczalnymi nie wykazało wpraw dzie 
is to tnych  różnic zarówno w odsetku zwiększenia przepływ u, jak  i w  cza
sie jego w ystępowania, obserwowano jednakże tendencję późniejszego w y 
s tępow ania  zwiększonego przep ływ u k rw i w  grupie zw ierząt o dłuższym 
okresie n iedokrw ienia.

R yc .  3. Z m ia n y  p rzep ły w u  k rw i w  korze m ózgu  szczurów  w  okresie  p o ischem icznym  
w y r a żo n e  jako  od setek  w a r to śc i  kon tro lnych . Czas śm ierc i k lin iczn ej  —  5 m in  

Fig. 3. C h a n g es  of cortica l cereb ral b lood f lo w  in rats during  p o st isch em ic  per iod  
as a p ercentage  of contro l v a lu es .  P er io d  of c lin ica l  death  —  5 m in
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W późniejszym okresie poischemicznym m ózgowy przep ływ  k rw i  Fg 
w  grupie zw ierząt z 5 m inu tow ą ischemią osiągał średnią w artość 80,8 ± 
± 12,3% (n =  8) w  90 i 100 m inucie i w  grupie zw ierząt z 10 m inu tow ą 

ischemią osiągał średnią  wartość 86,5 ± 8 ,9 %  (n =  6) w 120 m inucie od 
końca ischemii. U żadnego zwierzęcia nie obserw ow ano jednakże w a r to 
ści poniżej 60%  poziomu kontrolnego.

Ryc.  4. Z m iany p rzep ły w u  k rw i w  korze m ózgu  szczu rów  w  okresie  p o isc h e m icz n y m  
w y r a żo n e  jako od setek  w a r to śc i  kon tro lnych . Czas śm ierc i  k lin icznej —  10 m in  

Fig. 4. C hanges of cortica l cereb ral b lood f lo w  in  rats during p ost isch em ic  per iod  
as a p ercentage  of contro l v a lu es .  P er iod  of c lin ica l  death  —  10 m in

O M Ó W IENIE

Zastosowany model śmierci klinicznej u szczurów jest s tosunkow o 
n ie traum atyczny , jeżeli nie dołączą się do niego dodatkowe zjaw iska p a 
tologiczne. W ykonanie tracheostomii, cew nikow anie tętnic, m ontow anie 
e lek trod  do pom iarów elektrofizjologicznych trw a  około 1,5 godz., a zw ie
rzęta  pozostają w tym  czasie w  pły tk ie j narkozie eterowej. N astępnie w y 
konu je  się najczęściej 2 kontro lne  badania  mózgowego przep ływ u krwi, 
co w ydłuża  czas przed rozpoczęciem właściwego niedokrw ienia do około
2 godz. Zabiegi te s tanow ią n iew ątp liw ie  dodatkow e obciążenie zw ierząt, 
dlatego w  przedstaw ionej serii doświadczalnej zrezygnowano z oceny 
prężności gazów i pH krw i tętniczej, ażeby przez pobieranie p róbek  nie 
zmniejszać objętości krwi.
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W  om aw ianym  m ateria le  rean im acja  by ła  n ieskuteczna u  5 zwierząt 
(29%) w grupie 5 m inutow ej ischemii i u 8 zw ierząt (38°/o) w grupie 
10 m inutow ej ischemii. K orpaczew  i wsp. (1982) dla tych  przedziałów 
czasowych podają w artość odpowiednio 13 i 35%, a M ajkow ska (1986) 
30 i 50%. W yniki badań  Mossakowskiego i wsp. (1986) z zastosowaniem 
tego modelu z 10 m inutow ą ischemią w ykazały  40%  śm iertelność zwie
rzą t  w okresie za trzym ania  czynności serca i oddechu.

Główną przyczyną nieskuteczności rean im acji było m igotanie sercas 
którego nie udało się opanować zew nętrznym  masażem. W arto  podkreślić, 
że podczas rean im acji nie stosowano elektrycznej kard iow ersji  ani 
w strzyknięć adrenaliny , k tóre  sugeru ją  K orpaczew  i wsp. (1982) p rzy  
dłuższych czasach ischemii. W grupie zwierząt nie uwzględnionych w  a n a 
lizie w yników  znalazły się szczury, u k tó rych  w ystąp iły  k rw aw ien ia  do 
jam y  opłucnej (2), niecałkowite niedokrw ienie mózgu (1), obniżenie ciśnie
nia tętniczego k rw i w  okresie poischemicznym poniżej 80 m m  Hg (6) lub 
inne nieprawidłowości techniczne doświadczenia (2).

U zwierząt z obniżonym poniżej p rzy ję te j  wartości k ry tycznej ciśnie
n iem  k rw i w  okresie poischemicznym rean im acja  trw a ła  dłużej niż 4 m i
n u ty  i jak się w yda je  głów nym  powodem  tego s tanu  by ły  zaburzenia 
czynności serca, chociaż nie można całkowicie w ykluczyć n iedokrw ien
nego uszkodzenia ośrodków naczyniow ych pnia  mózgu.

Płaski przebieg krzyw ej k lirensu  133Xe w okresie ischem icznym  po
tw ierdził całkowite zatrzym anie mózgowego przep ływ u k rw i pomimo za
chowanej b ioelektrycznej czynności serca. Jes t  to zgodne z badaniam i 
K orpaczewa i wsp. (1982), z zastosowaniem m etody reograficznej i izoto
powej przy użyciu 51Cr. Ma to istotne znaczenie wobec znanego zróżni
cowania sku tków  całkowitego bądź częściowego n iedokrw ienia  mózgu. 
W edług Hossm anna i Z im m erm anna  (1974) całkowite niedokrw ienie móz
gu jest mniej uszkadzające dla tkank i  niż częściowe jego niedokrw ienie, 
zwłaszcza z tow arzyszącym  zastojem  krwi. S teen i wsp. (1979) p rezen tu ją  
odm ienny pogląd stw ierdzając, że u trzym anie  mózgowego przep ływ u k rw i 
podczas ischemii na  poziomie m in im alnym  —  niższym naw et niż 10% 
poziomu praw idłow ego —  umożliwia lepszy pow rót funkc ji  mózgu w okre
sie poniedokrw iennym .

W yniki mózgowego przep ływ u k rw i obliczono dla kom ponen ty  szyb
kiej, k tó ra  rep rezen tu je  p rzepływ  w  korze (Fg) i kom ponen ty  wolnej, 
k tó ra  rep rezen tu je  przepływ  w  istocie białej (Fw). Obliczono również w a r 
tości F initial, jednakże nie uwzględniono ich w wynikach, ponieważ ko
re lu ją  dobrze z Fg i są jego przybliżeniem  (Olesen, Paulson  1973).

Wzrost mózgowego przep ływ u k rw i  zarówno w  korze, jak  i istocie 
białej w  okresie poniedokrw iennym  obserwowano w  obu grupach  do
świadczalnych. Czas jego w ystępow ania nak łada ł się na  znaczną kwasicę 
m etaboliczną, w  której w edług  badań  Ł ysenkow a (1981) i Majkowskiej 
(1986) z użyciem  tego m odelu pH osiągało wartości w  granicach 6,8— 7,Ot
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w piątej i siódmej minucie od zakończenia n iedokrw ienia  oraz nie w zra 
stało powyżej 7,2 podczas 60 m in u t  okresu poischemicznego.

Wzrost p rzep ływ u k rw i w  okresie poniedokrw iennym  jest znanym  zja
wiskiem  i w ielokrotnie opisyw anym  (Sundt, W altz  1971; Baldy-M oulinier, 
H um eau  1974; Hossmann, Z im m erm ann  1974; K apuściński 1974 i inni). 
M echanizm reak tyw nej hyperem ii nie jest w yjaśn iony  jednoznacznie, w ią 
że się ją między innym i ze znacznym  poischem icznym  zakwaszeniem  śro
dowiska. W edług H ossm anna i Z im m erm anna  (1974) bez w zrostu  mózgo
wego p rzep ływ u k rw i  w  okresie poniedokrw iennym  nie obserw uje  się 
dobrego pow rotu  czynności b ioelektrycznej mózgu i funkcji neurologicz
nych. Z drugie j jednak  s trony  badan ia  w łasne w skazują, że p rzy  d łuż
szych czasach niedokrw ienia w zrost ciśnienia k rw i i re ak ty w n a  h y p ere 
m ia nasila ją  rozwój obrzęku mózgu (Kapuściński i wsp. 1975). K latzo 
(1975) uważa, iż ostra hyperem ia  poniedokrw ienna stanow i is to tny  czyn
n ik  uszkodzenia b a r ie ry  k rew — mózg.

Ś redni czas w zrostu  mózgowego przep ływ u k rw i w obu grupach  do
św iadczalnych jes t zgodny ze średn im  czasem pow ro tu  ciągłej ak ty w n o 
ści EEG w  badaniach M ajkowskiej (1986), k tó ry  wynosił 21,5 ±3,8  min 
w grupie z 5 m inu tow ym  niedokrw ieniem  i 39,0 ± 5,0 min w  grupie z 10 
m inutow ą ischemią. Po tw ierdza  to fak t pow ro tu  czynności b ioelek trycz
nej mózgu w  okresie poischemicznym w  okresie reak tyw nej hyperem ii. 
Po okresie reak tyw nej hyperem ii, mózgowy p rzep ływ  k rw i obniżał się 
do w artości około 80°/o pomiędzy 90 i 120 m inu tą  w  obu g rupach  do
świadczalnych, nie był on jednak  nigdy niższy od 60%  poziomu kon
trolnego.

W N IO SK I

1. W m odelu  śmierci klinicznej u szczurów w ystępu je  całkow ite za
trzym anie  mózgowego p rzep ływ u k rw i zarówno podczas ucisku pęczka 
naczyniowego serca, jak  i po zaprzestaniu  ucisku.

2. Po zaprzestaniu  ucisku pęczka naczyniowego serca zachowana jest 
czynność bioelektryczna serca, jednakże jest ona hem odynam icznie n ie 
skuteczna, a ciśnienie k rw i w tym  okresie rów na się 0 m m  Hg.

3. Podczas zew nętrznego m asażu serca w zastosow anym  modelu do
świadczalnym  w ystępu je  w zrost ciśnienia tętniczego k rw i  do 30 m m  Hg; 
wzrost ciśnienia powyżej tej w artości świadczy o podjęciu hem odyna
micznie w yda jne j czynności serca.

4. W okresie poischemicznym w ystępu ję  przejściowy w zrost mózgo
wego przep ływ u k rw i  średnio do wartości 192% w istocie szarej i 159% 
w  istocie białej po 5 m inutow ej ischemii i odpowiednio do 162 i 175% 
po 10 m inutow ej ischemii. K o le jnym  zjaw iskiem jest spadek mózgowego 
przep ływ u krwi, n ie przekracza jący  z zasady 60%  średnich w artości kon 
tro lnych.
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C E R E B R A L  BLO OD FL O W  IN  T H E E X P E R IM E N T A L  M ODEL  
O F C L IN IC A L  D E A T H  IN  R A T S

S u m m a r y

Cerebral b lood f lo w  w a s  e v a lu a ted  by m ea n s of 1S3X e  c learan ce  m eth od  in rats  
du rin g  5 and 10 m in  of c lin ica l death  and  in  the  p ost isch em ic  period up to 120 m in.  
R ea n im a tio n  w a s  induced  usin g  ex ter n a l  card iac m assage. C erebral b ioe lectr ic  a c t i 
v ity ,  heart action  and blood p ressu re  w e r e  co n tin u o u sly  recorded .

D uring  the w h o le  isch em ic  period cerebral blood f lo w  w a s  stopped desp ite  p r e 
serv ed  b ioe lectr ic  card iac action. In  the  postisch em ic  per iod  tem p orary  increase  
of cereb ral b lood f lo w  w a s  observed  w ith  the m e a n  v a lu e  of 192% in  the  grey  m atter  
and 159fl/o in the  w h ite  m atter  a fter  5 m in  of ischem ia , and r e sp e c t iv e ly  162%> and  
175°/o a fter  10 m in  of ischem ia .

МОЗГОВОЙ КРОВОТОК В ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ  МОДЕЛЕ  
КЛИНИЧЕСКОЙ СМЕРТИ КРЫС

Р е з ю м е

Мозговой кровоток исследовался методом клиренса 133Хе во время 5 и 10-минут
ной клинической смерти крыс и в постишемическом периоде, до  120 минут. Реанимация 
проводилась с употреблением внешнего массажа сердца. Постоянно регистрировалась био
электрическая активность мозга, сердца и давление крови Во время всего ишемического 
периода была обнаружена приостановка мозгового кровотока, несмотря на сохранение 
биоэлектрической деятельности сердца.

В постишемическом периоде появлялось временное увеличение мозгового кровотока 
после 5-минутной ишемии в среднем до 192% в сером веществе и 159% в белом веществе, 
а после 10-минутной ишемии — соответственно до 162% и 175%.
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EFFECT O f1 ASCORBIC ACID ON DOPAM INE LEVEL 
IN THE MOUSE BRAIN AFTER INTOXICATION W ITH
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It has been noted, th a t  M PT P is responsible for the park insonian  syn
drom e in hum ans  (Ballard et al. 1985) as well in m onkeys and  mice and  
the experim enta l  ex trap y ram id a l  syndrom e is accompanied by damage 
to the dopam inergic n igrostria ta l neurons (Hallman et al. 1984; Chuieh
et al. 1985).

The toxicity  of M P T P  has been a t t r ib u ted  to the N -m ethy l-4 -pheny l-  
-py rid in ium  ion (M P P +), the product of reaction of m onoam ine oxidase В 
(MAO B) w ith  M PTP, a term inal metabolite, which accum ulates selec
tively in dopam inergic synapses (Chiba et al. 1984). M P P h is able to 
produce free radicals, which undergo redox cycling and  generate  reactive 
oxygen m olecules 0 2~, H 20 2 and OH: I t  has been postulated , th a t  the 
neurotoxic effect of the free radicals on cellu lar m etabolism  m ay then  
damage m em branes  of the p er ik a ry a  of dopam inergic neu rons  located in 
the substan tia  n ig ra  (Sinha et al. 1986).

Sershen e t al. (1985) observed the protective effect of some an tiox i
dan ts  from  the accum ulated  free radicals genera ted  from  M PTP on 
dopamine (DA). It also seems possible, th a t  a low g lu ta th ione (GSH) con
ten t in the substan tia  n ig ra  in bra ins of pa tien ts  w ith  P a rk in so n ’s disease 
m ay have been due to excessive consum ption of GSH in the detoxication 
process (P erry  et al. 1982). E xperim enta l studies on the effect of M PTP 
on the GSH level in the mouse s tr ia tu m  dem onstra ted  th a t  o ther antio
xidants  as alpha-tocopherol and beta-caro tene pro tec t from  decrease of 
GSH (Young et al. 1986). T rea tm en t w ith  ascorbic acid has a beneficial 
effect and  inhibits the binding of tr i t ia ted  dopam ine to str ia ta l  m em b ra
nes  following in toxication w ith  M PT P (Heikkila et al. 1983) and a t te 
nuated  3H -m azindol binding indicates on a loss of dopam inergic  nerve 
term inals  (Javitch  et al. 1984). Sershen et al. (1985) suggest, th a t  both
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ascorbic acid and  o ther an tiox idants  could have a beneficial effect in 
t rea tm e n t  in ea rly  stages of P a rk in so n ’s disease.

The aim  of the w ork  w as to eva lua te  the effect of ascorbic acid on 
the dopamine level in the s tr ia tu m  and in the m idbrain  following in to 
xication w ith  M P T P  in mouse.

M A T E R IA L  A N D  M ET H O D S

С 57 black mice, 32 m ales (20— 25 g) w ere  used for the experim ent. 
The anim als w ere  divided into 4 equal groups: 1 —  norm ; 2 —  two i.p. 
in jections of 100 m g/kg  of ascorbic acid a t  40 min in terva ls  for 4 days;
3 —  i.p. injection of 40 m g/kg of M PT P daily  for 4 days; 4 —  i.p. in jec
tion of 40 m g/kg of M PT P and  20 m inu tes  before and 20 m inu tes  a f te r  
the intoxication w ith  M PTP, injections of 100 m g/kg of ascorbic acid 
(single dose) for 4 days.

The mice w ere  decapita ted  24 h rs  a f te r  the last injection. The s tr ia 
tu m  and  the m idbrain  w ere rap id ly  dissected and  stored  at — 17°C prior 
to analysis. Dopamine was m easured  by  h igh-perform ance liquid  chro
m atog raphy  (HPLC) w ith  an electrochemical detector (M elamed et al.
1983). Statistical significance of differences of dopam ine concentration  
(jimoles/g w et tissue) was calculated according to S tu d e n t’s t  test.

Table 1. Dopamine level after intoxication wih MPTP and after treatment with ascorbic acid in
mouse brain

Tabela 1. Poziom dopaminy w mózgu myszy po zatruciu MPTP i podaniu kwasu askorbinowego

Experimental group
Number 

o f  animals
Dopamine (nmoles/g wet tissue) 
Dopamina (nmole/g św. tkanki)

Grupa doświadczalna Liczba
zwierząt

striatum prążkowie 
*  ±  SEM %

midbrain śródmózgowie 
x  ±  SEM %

Norm
Norma

8 91.42±6.42 100 6.02 ± 0 .6 5 100

Ascorbic acid (2 x  100 mg/kg) 
Kwas askorbinowy (2 x  100 

mg/kg)

8 90.85 ± 5 .37 94 6.25±0.51 103.8

MPTP (4 x 4 0  mg/kg)
MPTP (4 x  40 mg/kg) ±  ascor

bic acid (4 days, 2 x 1 0 0

8 10.27 ± 1 .05 11.2* 3 .42±0.24 56.8*

mg/kg)
MPTP (4 X 40 mg/kg) +  kwas 

askorbinowy (4 dni,
2 x  100 mg/kg)

8 27.82±1.85 30.4*° 3.85±0.32 63.9*

X ±  SEM  —  artim etic  m ea n s ±  standard  error of the  m ean; średn ia  a ry tm ety cz 
na  ±  średn i b łąd średn iej;  x  —  probab ility  p ^  0.05 ca lcu la ted  to th e  norm  by  
S tu d e n t’s t test; znam ien ność  s ta ty sty czn a  p ^  0,05 ob liczone  w g  testu  t S tu denta  
w  sto su n k u  do norm y; o —  probab ility  p ^  0.05 ca lcu la ted  to the  ex p e r im en ta l  
group w ith  M P T P  by S tu d e n t ’s t test; znam ien ność  sta ty sty czn a  p ^  0,05 obliczone  
w g  te stu  t S tu d en ta  w  stosun ku  do g rupy  z M P T P
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R E SU L T S

Table 1 il lus tra tes  dopam ine concentration  in the s tr ia tu m  and  in the 
m idbrain  a f te r  M PT P intoxication and  a f te r  t rea tm en t w ith  ascorbic 
acid.

The dopam ine level w as about 15 times h igher in the s tr ia tu m  of in to
xicated  anim als th an  in the m idbrain  in the control ones (norm). No 
significant difference was noted a f te r  injection of ascorbic acid only. 
Four old i.p. adm inis tra tion  of M PT P decreased significantly dopamine 
concentration  in the s tr ia tu m  to 11.2°/o and  in the m idbrain  to 56.8fl/o 
of the control values. In the experim enta l  group of anim als in toxicated 
w ith  M PTP and  t rea ted  w ith  ascorbic acid, the dopam ine level dropped 
to 30.4% in the s tr ia tu m  and to 63.9°/o in the m idbrain  as com pared w ith  
the norm . As the resu lt  of t rea tm en t  w ith  ascorbic acid a 19.2°/o increase 
of dopam ine in the s tr ia tu m  was confirmed and  only  an insignificant 
7.1% one was noted in the m idbrain.

D ISC U SS IO N

O ur resu lts  showed a high decrease of dopam ine level in the s tr ia tu m  
(88.8%) and  in the m idbrain  (43.2%) af te r  intoxication w ith  M PTP for 
4 days. Corsini et al. (1985) observed a 70%  drop of dopamine level 
7 days a f te r  2 doses of 30 m g/kg of M PT P —  injected a t 12-hrs interval. 
O ur data  p resen ted  in this paper  seem to be almost sim ilar to the results  
obtained by  Jonsson et al. (1985). These au thors  observed a 92%  deple
tion of dopam ine in the mouse s tr ia tu m  and  45%  in the m idbrain . The 
d ifferen t percentage of dopam ine decrease betw een  d iffe ren t s truc tu res  
of the n ig rostr ia ta l p a th w ay  m ay  depend on the selective sensitivity  to 
M PT P or ano ther  phenom enon can be taken u nder  discussion (Hallman 
et al. 1984; Heikkila e t al. 1984). In the hum ans  in toxicated  w ith  M PTP 
destruction of the neurons connected w ith  the A 9 t rac t  is ve ry  common. 
Selective b inding of M P P + by  dopam inergic synapses, w hich are very  
num erous, especially in the pu tam en , and  metabolic changes af te r  the 
poisoning m ay  p lay  an im p o rtan t  role in the d iffe ren t decrease of the 
dopamine level in the s tr ia tu m  and in the m idbrain  (Javitch  e t al. 1984). 
The above m entioned hypothesis  of selective b inding of M P P + seems to 
be confirmed by the finding of very  rap id  decrease of dopamine directly  
a f te r  intoxication and  step-wise re tu rn  to the norm  w ith  concomitant 
dim inished deposition of M P P + in dopam inergic synapses (Jonsson et al. 
1985). It has been postulated , th a t  differences of dopamine concentration 
in the s tr ia tu m  and  in substan tia  n ig ra  can be explained  by a d ifferen t 
toxic effect of M PT P on tyrosine hydroxylase , the enzym e synthesizing 
dopam ine in d iffe ren t s truc tu res  of the b ra in  (Schneider, M arkham  1986). 
E xperim enta l studies on the toxic effect of M PT P on the resp ira to ry
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activ ity  of isolated neurons dem onstra ted  h igher sensitiv ity  of the n e u 
rons in the s tr ia tu m  than  in the zona compacta of substan tia  n igra (Śmia
łek et al. 1987). In ea rlie r  experim enta l  w ork  Ram sey et al. (1986) sug
gested th a t  metabolic d isturbances in the re sp ira to ry  chain can be m ain ly  
dependen t on formation of free radicals by M P P f .

In our expe rim en t a beneficial effect of ascorbic acid and a 19.2°/o 
increase of dopam ine concentration  w ere noted in the s tr ia tu m  as com
pared  w ith  the group of anim als in toxicated  w ith  M PT P only. The an tio 
x idan t — ascorbic acid —  can give appreciable protection by inhibition 
of M P P + formation and its up take  into dopam inergic nerve term inals. 
Sershen et al. (1985) noted, th a t  two injections of M PT P produced a re 
duction by 50°/o in 3H-mazindol binding, and  t rea tm en t  w ith  ascorbic 
acid a t ten u a ted  the effect of M PT P appreciably  to only 30°/o. The au th o rs  
suggested, th a t  t re a tm e n t  of individuals in ea rly  stages of the park inso
n ian  syndrom e w ith  ascorbic acid could have a beneficial effect. However, 
in park insonians a pe rm an en t  progress of neurological sym ptom s was 
observed w ithou t t rea tm en t,  and a f te r  intoxication w ith  M PT P the e x tra -  
pyram ida l signs d im inished v ery  slowly, the pro tective effect of ascorbic 
acid on dopam inergic sites in the cell m em branes  and  the  observed in 
crease of dopamine level in the s tr ia tu m  seem to favour the in troduction  
of an tiox idan ts  on tre a tm e n t  of parkinsonism  at the beginning of the 
disease.

C O N C L U SIO N S

1. A d iffe ren t effect of ascorbic acid on the dopam ine level was 
observed in d iffe ren t s truc tu res  of the n igrostria ta l p a th w ay  in the mouse 
a f te r  intoxication w ith  M PTP.

2. Ascorbic acid a t ten u a ted  the effect of M PTP on the dopamine pool 
in the mouse s tria tum .

W P Ł Y W  K W A S U  A S K O R B IN O W E G O  N A  PO ZIO M  D O P A M IN Y  
W M Ó ZG O W IU M Y SZ Y  W N A S T Ę P S T W IE  Z A T R U C IA  l-M E T Y L O -4 -F E N Y L O -l,

2 ,3 ,6 -C Z T E R O H Y D R O PIR Y D Y N Ą  (M PTP)

S t r e s z c z e n i e

U  m y szy  CB-57 po podaniu  M P T P  w  d aw ce  40 m g/kg  przez cztery  k o le jn e  
dni o b serw o w a n o  spadek  poziom u d op am in y  w  prążkow iu  około  88,8°/o, a w  śród-  
m ó zg o w iu  o 43,2%. D o d a tk o w e  d w u k ro tn e  podanie  k w a su  a sk orb in ow ego  po 100 
m g /k g  20 m in u t przed i 20 m inut po in iek cji  M PT P  w  ciągu 4 dni w y k a za ło  w  prąż
k o w iu  przyrost stężen ia  dopam iny  do 69,6°/o w a r to śc i  kon tro lnej. P rzyrost d op am in y  
w  śródm ózgow iu  w  tych  w a ru n k a ch  był sta ty sty czn ie  n iezn a m ien n y . P rz ed y sk u to 
w a n o  w p ły w  a n ty o k sy d a cy jn eg o  dz ia łan ia  k w a su  a sk o rb in o w eg o  w  p rzem ian ach  
M PT P.

http://rcin.org.pl



Dopamine in MPTP intoxication 303

ВЛИЯНИЕ АСКОРБИНОВОЙ КИСЛОТЫ НА УРОВЕНЬ ДОФАМ ИНА  
В МОЗГУ МЫШЕЙ, ОТРАВЛИВАЕМЫ Х  

1-МЕТИЛО-4-ФЕНИЛО-1,2,3,6-ЧЕТЫРЕГИДРОПИРИДИНОЙ
(МРТР)

Р е з ю м е

У  мышей СВ-57 после подачи в течение 4 очередных дней 40 mg/kg М РТР наблюдалось 
понижение уровня дофамина в полосатом теле о приблизительно 88,8%, а в среднем мозгу  
о 43,2%. Добавочная двухкратная подача 100 mg/kg аскорбиновой кислоты в 20 минут перед 
и в 20 минут после инъекции МРТР повторяемой в течение 4 дней, показала увеличение кон
центрации дофамина в полосатом теле до 69,6% контрольной величины. Нарастание д о 
фамина в среднем мозгу было в этих условиях статистически несущественно. Обсуждается 
влияние антиоксидативного действия аскорбиновой кислоты в метаболизме МРТР.
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M IE C Z Y SŁ A W  ŚM IA Ł E K , B A R B A R A  K O SIC K A , TE R E SA  E. B U G E R A -P IE C U C H

EFFECT O F l-M ETH Y L-4-PH EN Y L-l,2 ,3 ,6-TE TRA H Y D R O PY R ID IN E 
(MPTP) ON THE R ESPIRA TO RY  ACTIVITY OF DOPAM INERGIC 

NEURONS IN THE MOUSE BRAIN

D ep a rtm en t of N europath o logy , M ed ica l R esearch  C entre, P o lish  A cadem y
of Sc ien ces, W arsaw

I t has recen tly  been reported , th a t  M PTP, a substance w ith  halluci
nogenic properties  produces a P ark inson-like  syndrom e (Ballard et al. 
1985; S chneider et al. 1986). A fte r  in toxication w ith  M PT P specific 
destruction w as observed of some dopam ine-contain ing neurons in the 
n igrostria ta l pa th w ay  in prim ates  (Burns et al. 1983), and  in mice (Hall
m an e t al. 1984; Heikkila et al. 1984), and  according to dose M PTP caused 
the parkinsionian syndrom e in hum ans  (Davis e t al. 1979; Langston et al. 
1984). In experim enta l  studies on the neuro toxic ity  of M P T P  and its an a 
logues a h igh reduction of neuronal cells in the region of the pars  com
pacta  of the substan tia  n igra was found, s im ilar to the neuropathological 
findings in P a rk in so n ’s disease (Heikkila et al. 1984; W ilkening et al. 1986; 
Y oungster et al. 1986). A m arked  decrease of the dopam ine level was 
noted too in the s tr ia tu m  and in the substan tia  n igra  in the mouse (Johns- 
son et al. 1985) and depletion in 3H -dopam ine binding in some regions 
of the mouse brain (Sershen e t al. 1984). A fter  intoxication w ith  M PTP 
the caudate nucleus and  the substan tia  n ig ra  showed a g rea ter  depletion 
of thyrosine  hydroxy lase  (TH) th an  the nucleus accum bens (Schneider, 
M arkham  1986).

The pathom echanism  of M PT P-induced  neuro toxic ity  has been expla i
ned by  formation of l-m ethy l-4 -pheny l-2 ,3 -d ihydropyrid ine  (MPDP) and 
u lt im ate ly  the py rid in ium  cation (M P P +) in the reaction catalysed by 
m onoam ine oxidase В (MAO B) u n d e r  aerobic conditions (Chiba et al.
1984). S inha et al. (1986) suggested, th a t  the toxic effect of M PTP depen
ded m ain ly  on transport,  binding and accum ulation  of pyrid in ium  ions 
in the  synaptic  endings as well as p roduction of free radical in te r
m ediates —• 0 2 ~ and OH. E xperim enta l studies showed too, th a t  M P P f 
caused a decrease of resp ira to ry  activ ity  of isolated m itochondria in the
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reaction: pyruva te -N A D H  and g lu tam ate-N A D H  (Nicklas e t al. 1985). 
Fu rtherm ore ,  a f te r  intoxication w ith  M PT P differences w ere  noted in 
oxygen up take  in d iffe ren t s tru c tu res  of the CNS. On the basis of the 
foregoing observations it is postulated, th a t  in ju ry  of the dopam inergic 
cen ters  in the bra in  depends in its m ajor p a r t  on the M P T P  effect on 
aerobic m etabolism  of the resp ira to ry  chain (Schw artzm an, A lexander
1985).

The aim  of this w ork  was to reveal the effect of in toxication w ith  
M PT P on the resp ira to ry  activ ity  in isolated neurons from  the s tria tum , 
substan tia  n igra and  nucleus accum bens in the ascorbate-cytochrom e 
с system  in the mouse.

M A T E R IA L  A N D  M ET H O D S

T h ir ty  six C-57 black mice 20— 25 g w ere used for the experim ent. 
The anim als w ere divided into 3 groups: a) no rm  (6 animals), b) control 
(15 animals), in traperitoneal injection of 0.2 ml 0.9°/o NaCl for successive
4 days, and  c) experim en ta l  group (15 animals), in traperitonea l injection 
of M PTP, 40 m g/kg in 0.2 ml of 0.9°/» NaCl. The anim als w ere decapitated
1, 7, and  30 days a f te r  last M P T P  dose and im m edia te ly  sections w ere 
sta ined  w ith  2 mM m ethy lene  blue in 0.25 M sucrose and single neurons 
w ere isolated from  the pars com pacta of the substan tia  nigra, s tr ia tum  
and  nucleus accumbens.

Oxygen uptake in the exogenic ascorbate-cytochrom e с system  was 
de term ined  in a C artesian  am pulla  m icrodiver app ara tu s  (Hydén, Pigoń 
I960). The results  w ere expressed as 0 2/ц1/Ь/пеигоп. For statistical an a
lysis S tu d e n t’s t test w as applied.

R E S U L T S

The biochemical data  for resp ira to ry  activ ity  of the isolated neurons 
a f te r  intoxication w ith  M P T P  and  in the controls are p resen ted  in 
Table 1.

The neurons from  the pars com pacta of the substan tia  n igra  in the norm  
used 12.48 ±1.32 (,il 0 2/h /neuron. In the control anim als subjected to 4-fold 
injection w ith  0 .9%  NaCl no significant changes in oxygen up take  w ere 
noted  in the neurons, both one day  and  30 days af te r  the intoxications.

M P T P  intoxication evoked a 16.9% decrease of oxygen uptake in 
ascorbate-cytochrom e с system  in the neu rons  isolated from  the p a rs  
compacta of the substan tia  n ig ra  a f te r  one day and  a significant drop 
of re sp ira to ry  activ ity  a f te r  7 days (45.4%), and 50.2% af te r  30 days. 
The resu lts  of oxygen up take  by neurons isolated from  the s tr ia tum  of 
the control anim als subjected  to injection w ith  0.9% NaCl w ere  found 
to approach  the values of the norm . A fter adm inis tra tion  of M PT P a si
gnificant decrease of resp ira to ry  activ ity  was noted, 49%  one day, 50.6%
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7 days and 45.6% 30 days a f te r  the last injection. Almost similar results 
w ere obtained in the no rm  and  in the control group w ith  0.9°/o NaCl in 
oxygen  up take  by  the neurons from  the nucleus accumbens. All bio- 
bens. All biochemical results  a f te r  intoxication w ith  M PT P both  one day 
(8.9%), 7 days (23.1%) and  30 days (19%) w ere insignificant.

Table 1. Oxygen uptake by isolated dopaminergic neurons in the ascorbate-cytochrome с system 
after MPTP intoxication in the mouse 

Tabela 1. Zużycie tlenu przez izolowane neurony dopaminergiczne w obecności askorbinianu i cyto- 
chromu С po zatruciu myszy przez MPTP

Time after Oxygen uptake % of control
Brain structure Exp. group intoxication nn Zużycie tlenu activity

Struktura mózgu Grupa dośw. (days) (i.102 X 103/h/neuron %aktywności
Czas po zatruciu л: i  SEM kontroli

(dni)

Substantia Norm 10 12.48±1.32
nigra — zona Norma
compacta 0.9% NaCl 1 10 13Л 1±1.38 105.0

7 10 l l . 8 5 i l . 4 2 95.0
30 9 1 2 .0 2 i l .3 5 96.3

MPTP 1 10 1 0 .3 7 i l .4 2 83.1
7 11 6.81 iO .75* 54.6

30 8 6 .2 2 І0 .9 6 * 49.8

Striatum Norm 10 18 .05 i2 .01
Norma
0.9% NaCl 1 9 18.25 i  1.97 101.1

7 11 17.92 i  1.65 99.3
30 10 1 8 .2 4 i2 .0 0 101.1

MPTP 1 10 9.21 i l . 10* 51,0
7 8 8 .9 2 ІІ .1 2 * 49.4

30 9 9 .8 2 ІІ .2 1 * 54.4

Nucleus Norm 10 2 0 .1 5 i2 .3 1
accumbens Norma

0.9% NaCl 1 8 2 0 .8 5 i2 .3 5 103.5
7 8 1 9 .9 8 i2 .1 5 99.2

30 9 20 .3 2 i2 .4 1 100.8
MPTP I 9 1 8 .3 5 i2 .1 0 91.1

7 10 1 5 .4 6 i l .8 7 76.9
30 8 1 6 .3 3 i l .9 4 81.0

X  ±  SEM  — a r ith m etic  m e a n  ±  standard  error of the  m ea n  — średn ia  a ry tm e-
ty czn a  ±  średni błąd średniej n  —  num ber of neurons — liczba  neu ro n ó w
* p ^  0.05

D ISC U SS IO N

On the  basis of the p resen t experim enta l  s tudy  of the neurotoxic 
effect of M PTP, d isturbances of electron tran sp o r t  by  the resp ira to ry  
chain appeared  in some dopam inergic neurons. The resu lts  suggested 
a selective vu lnerab ili ty  of neurons from  the pars  com pacta of the sub-
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s tan tia  n igra and from  the s tr ia tu m  (nigrostriatal pathw ay) by М РТР 
as com pared w ith  m ild  changes in the neurons of the nucleus accum bens 
(mesolimbic pathway).

I t  has been postulated, th a t  the neuro toxic  effect of M P T P  could be 
dependen t on differences in M P P + accum ulation into the synaptic  dopa
m inergic endings in d iffe ren t s truc tu res  of the CNS. Jav itch  et al. (1984) 
dem onstra ted  quan tita tive  differences in the n u m b er  of 3H -M PT P binding 
centers: the h ighest one in the caudate nucleus, low er in the substan tia  
n ig ra  and  the lowest in the nucleus accumbens. The form ation of M PP  r 
caused accum ulation of NADH and lactates and  then evoked acidosis and 
produced degeneration or destruction of the neurons (Vyas e t al. 1986). 
In experim ental  w ork  on M PT P neuro toxic ity  (20 mg/kg) reduction  was 
shown in cell bodies in the region of the pars  compacta of the substan tia  
n ig ra  approx im ate ly  by  95°/o (W ilkening et al. 1986). Some au tho rs  tried  
to expla in  the in ju ry  of the neurons by py rid in ium  cations M P P f and 
then  by  hydrogen peroxide and  o ther free radicals formation, w hich  inhi
bited  oxygen utilization by  the resp ira to ry  chain (Poirier, B arbeau  1985; 
Yong et al. 1986). F u r th e r  experim en t showed, th a t  reduced glu tath ione 
(GSH) detoxified these m etabolites in the substan tia  n igra  and could be 
used in prevention and trea tm e n t  of the Park inson-like  syndrom es after 
intoxication w ith  M PTP. It was dem onstrated , th a t  in P a rk in so n ’s disease 
in h um ans  the GSH level w as decreased (P erry  et al. 1982). A no ther 
an tiox idan t —  ascorbic acid a t ten u a ted  in about 19.21%) the toxic effect 
of M PT P on dopam inergic  synaptic  endings in the  s tr ia tu m  in mice 
(Sershen et al. 1985). It has been suggested, th a t  antiox idants  can inhibit 
bo th  oxidation of M P T P  and  M P P + axonal tran sp o r t  and binding in do
pam inergic  synapses. The p resen t studies indicated d iffe ren t dynam ics 
of the toxic effect following M PT P adm in is tra tion  in d iffe ren t s tru c tu res  
of n igrostrie ta l pathw ay , e.g. app rox im ate ly  a 50%  decrease of oxygen 
up take  was noted on the firs t  day  a f te r  poisoning in the  s tr ia 
tu m  and  only af te r  7 days an almost s im ilar effect was observed in 
neurons from the pars  compacta of the substan tia  nigra. It seems tha t 
d iffe ren t phenom ena could be taken  into account in connection w ith  the 
toxicity  of M PTP, e.g., q uan tita t ive  changes in M P T P  binding, differences 
in axonal t ranspor t  as well differences in glucose consumption by  the 
neu rons  from  the pars  com pacta of the substan tia  n ig ra  and from  the 
s tr ia tu m  in norm al conditions. The data  p resen ted  in Table 1 indicate 
low er oxygen up take  by the neurons isolated from  the substan tia  n igra 
than  from  the s tria tum . It has been postulated, th a t  neurons w ith  lower 
oxygen metabolism  are less sensitive to a decrease of the resp ira to ry  
chain activ ity  and  sometimes can show a hypercom pensative increase of 
oxygen up take  in hypoxia (Śmiałek 1979). This opinion seems to be con
f irm ed by  observation of Schw artzm an  and A lexander (1985), w ho obser
ved  a decrease of t r i t ia ted  glucose in the s tr ia tu m  and its increase in the 
subs tan tia  n igra  a f te r  4-fold adm inis tra tion  of 0.5 m g/kg M PTP. The
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above resu lts  are d iffe ren t from  our da ta  shown in the presen t paper. 
O xygen up take  decreased a f te r  intoxication w ith  M PT P both  in the 
neu rons  from  the s tr ia tu m  and from the substan tia  nigra. O nly a r e ta r 
dation of the above reaction was noted in neurons isolated from  the pars 
com pacta of the substan tia  nigra. The differences m ay have depended 
on species differences, on doses, and  on selective vu lnerab ili ty  of diffe
ren t neurons to M PT P (Chiueh et al. 1985).

C O N C L U SIO N S

1. M PTP inhibits resp ira to ry  activ ity  in dopam inergic n igrostria tal 
neurons in the ascorbate-cytochrom e с system.

2. A d iffe ren t dynam ics of M PT P toxicity  to the ascorbate-cyto
chrom e с system  appears  in the neurons from  the s tr ia tu m  and  from the 
p ars  compacta of the substan tia  nigra.

O CENA D Z IA Ł A N IA  l-M E T Y L O -4-F E N Y L O -l,2 ,3 ,6 -C Z T E R O H Y D R O P IR Y D Y N Y  
(M PTP) N A  A K T Y W N O Ś Ć  O D DEC H O W Ą N E U R O N Ó W  D O P A M IN E R G IC Z N Y C H

W M Ó ZG O W IU M Y SZ Y

S t r e s z c z e n i e

Do d o św iadczen ia  użyto  m y szy  CB 57, sam ce. Z w ierzęto m  p o d aw an o  d ootrzew -  
n o w o  przez cztery  k o le jn e  dni M PT P w  daw ce  40 m g /k g  m a sy  ciała. P o 1, 7 i 30 
dn iach  po podaniu  ostatn iej d a w k i M PT P  m y szy  d ek a p ito w a n o  i izo low an o  p o je 
dyncze  n eurony  z w a r s tw y  zbitej is to ty  czarnej, prążkow ia  i jądra półleżącego  prze
grody przezroczystej m ózgu. B adan ie  a k ty w n o śc i  k o ń co w eg o  e tapu  łańcucha  o d d e
c h o w e g o  w  uk ładzie  za w iera ją cy m  eg zogen n y  a sk orb in ian  i cy toch rom  с przepro
w ad zon o  w  aparacie  z a m p u łk o w y m  m ik ron u rk iem  K artezjusza . Z aob serw ow an o  
zn a m ien n y  s ta ty s ty czn ie  sp adek  zużycia  t len u  przez neurony  izo lo w a n e  z prążko
w ia  m ięd zy  1 a 30 d n iem  po osta tn ie j  in iek cji  M PT P , a n eu ro n ó w  w a r s tw y  zb i
tej —  sió d m eg o  i trzyd ziestego  dnia. N ie  stw ierd zon o  is to tn y ch  zm ian  w  neuronach  
z jądra pó łleżącego  przegrody przezroczystej.

U zysk an e  w y n ik i  w sk a z u ją  na w y b ió rcze  h a m o w a n ie  a k ty w n o śc i  odd echow ej  
izo lo w a n y ch  n eu ro n ó w  sz laku  n ig ron eostr ia ta ln ego  w  uk ładz ie  a sk o rb in ia n -cy to -  
chrom  c.

ОЦЕНКА ВЛ ИЯНИ Я 1-МЕТИЛО-4-ФЕНИЛО-1,2,3,6-ЧЕТЫРЕГИДРОПИРИДИНЫ  
(MPTP) Н А ДЫ ХАТЕЛЬНУЮ  АКТИВНОСТЬ ДОФ АМ ИНЕРЧЕСКИХ НЕВРОНОВ

В МОЗГУ МЫШЕЙ

Р е з ю м е

В эксперименте были употреблены мыши СВ 57, самцы. В течение 4 очередных дней 
животным подавался интраперитонеально МРТР в дозе 40 mg/kg, массы тела. После 1, 7 
и 30 днях после последней дозы МРТР производилась декапитация и из мозга были изоли
рованы отдельные невроны из компактного слоя черного вещества, полосатого тела и п .  

accumbens. Исследование активности концевого этапа дыхательной цепи в системе, содер- 
жающей экзогенный аскорбиниан и цитохром с было проведено в аппарате с ампуловым 
микронурком Картезця. Употребление кислорода невронами изолированными из полоса
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того тела между 1 а 30 днем после последнего введения МРТР, было статистически сущест
венно пониженное по сравнению с невронами компактного слоя черного вещества, изоли
рованными в 7 и 30 дне. В невронах п .  accumbens не обнаружено существенных изменений.

Обнаружено селективное торможение дыхательной активности изолированных невро- 
нов нигростриатальной системы в среде, содержающей аскорбиниян-цитохром с.
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J A N U S Z  SZ Y M A S, W IE S Ł A W A  B IC Z Y SK O , PR Z E M Y SŁ A W  G A B R Y E L

OBECNOŚĆ K W AŚN EGO W ŁÓ K IEN K O W EG O  BIA ŁK A  G LEJO W EG O  
(GFAP) JA K O  W Y K ŁA D N IK  RÓŻNICOW ANIA KOM Ó REK

RD ZEN IA K A  *

K atedra i Z akład  P a to m o rfo lo g ii  K lin icznej A k a d em ii  M edycznej, P ozn ań

Ostatnie  20 la t  badań  rdzeniaka nie doprowadziło do us ta len ia  jed
nolite j opinii o składzie jego populacji kom órkow ej. R anga tego zagad
n ien ia  wzrosła w  ostatn ich  latach  ze względu na w drożenie w leczeniu 
pooperacy jnym  tego now otw oru  celowanej chem ioterapii (W ard 1978; 
C angir i wsp. 1984; C rafts  i wsp. 1978; Bloom, Glees 1985). Określenie 
k ie ru n k u  i s topnia zróżnicowania kom órek  now otw orow ych jest również 
istotne w rokow aniu  (Koppelson i wsp. 1983).

Coraz m niej au torów  w y raża  pogląd o m ezoderm alnym  pochodzeniu 
rdzeniaka (Nishii 1929; G ullo tta  1967; K ersting  1967). Również mięsak 
pajęczynów ki (sarcoma arachnoideale), (Foerster, Gagel 1939) został prze
k lasyfikow any  jako desm oplastyczna postać rdzeniaka (Soejima, F uku i 
1973; Ziilch 1979). Większość współczesnych badaczy opowiada się za neu- 
roek tode rm alnym  pochodzeniem rdzeniaka. Tw órcam i tej teorii są Bailey 
i Cushing (1925), a popiera ły  ją badania  S tevensona i Eschlina (1934), K a- 
d ina i wsp. (1970), Rubinste ina  (1972, 1975), R ubinste ina  i wsp. (1974). 
W ym ienien i au to rzy  uw ażają, że now otw ór wywodzi się z kom órek  pło
dowej zew nętrznej w a rs tw y  ziarnistej móżdżku. Inn i au torzy  twierdzą, iż 
p u n k tem  w yjścia  rdzen iaka są kom órki velum, medulläre posterius (Raaf, 
K ernohan  1944) oraz kom órki zwojowe w ew nętrzne j w ars tw y  ziarnistej 
m óżdżku (Z im m erm an 1967). Is tn ieją  też prace w skazujące na  znaczne 
morfologiczne podobieństwo zew nętrznej w a rs tw y  ziarnistej mózgu szczu
ra  i rdzen iaka (Del Cerro, S nyder  1972).

Potw ierdzenie, postu low anej od daw na (Bailey 1933), koncepcji do
tyczącej k ie ru n k u  różnicowania się kom órek  now otw orow ych w  rdzeniaku  
uzyskano dopiero na podstaw ie badań  elektronow o-m ikroskopow ych. Po
czątkowo znaczna część au torów  w ypow iada się jednoznacznie, iż rdzeniak 
zbudow any jes t z p ry m ity w n y ch  komórek, bez cech różnicowania (Ishida

* Praca w ykonana w  ramach Programu Rządowego PR-06.
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i wsp. 1964; Zülch, W echsler 1968; M atakas i wsp. 1970; L yser 1975).
0  różnicowaniu się kom órek now otw orow ych w k ie ru n k u  nerw ow ym  do
nosili Escourolle i Po it ie r  (1967), R ubinstein  i wsp. (1974), M üller i Schae
fer (1974), E rm er  i B ruche r  (1974), Toga (1976), Camins i wsp. (1980), Moss 
(1983), a w k ie runku  glejow ym  R ubinste in  i wsp. (1974), M üller i Schae
fer (1974), Camins i wsp. (1980). W prow adzenie techniki im m unohisto- 
chemicznej (S ternberger i wsp. 1970) pozwoliło wykazać w rdzeniakach 
obecność b iałek swoistych dla ośrodkowego uk ładu  nerwowego. W ten 
sposób wielu au torów  potwierdziło glejowe (Deck i wsp. 1978; Eng, R u
binstein 1978; B arnard , P am b ak ian  1980; P a lm er  i wsp. 1981; P asqu ie r
1 wsp. 1983; M annoji i wsp. 1981, Roessmann i wsp. 1983; K um anish i 
i wsp. 1985) i nerw ow e (Roessmann i wsp. 1983) różnicowanie się kom ó
rek rdzeniaka. Z przytoczonych danych  wynika, że coraz więcej au torów  
przychyla  się do koncepcji dw ukierunkow ego różnicowania się kom órek 
w  obrębie tego samego guza. Jednakże  część au torów  in te rp re tu je  dodatni 
w ynik  reakcji im munohistochemicznej z użyciem surow icy an ty -G F A P  
wyłącznie jako wykazanie obecności odczynowych astrocytów  wśród n a 
cieku nowotworow ego (Coffin i wsp. 1983; Goebel i wsp. 1983; Sch ind
ler, G ullo tta  1983).

Celem przedstaw ionych  w  niniejszej p racy  badań  było określenie na  
dużej liczbie p rzypadków  k ie ru n k u  i częstości różnicowania się kom órek 
rdzeniaka p rzy  użyciu m etody elektronow o-m ikroskopow ej i im m uno
histochemicznej.

M A T E R IA Ł  I M ETODY

Przedm io tem  opracow ania były  rdzeniaki leczone operacyjn ie  u 84 
pac jen tów  w  Klinice N eurochirurg ii  Akadem ii Medycznej w  Poznaniu  
w  okresie od 1956 do 1980 r.

W mikroskopie św ie tlnym  zbadano skraw ki parafinow e z w szystkich 
84 przypadków  rdzeniaka barw ione hem atoksyliną  i eozyną, kw aśną he- 
m atoksyliną  fosforanow o-w olfram ow ą (PTAH), im pregnow ane m etodą 
złotowo-sublim atową w edług C ajala w  m odyfikacji dla m ater ia łu  za ta
pianego w  parafin ie  oraz im pregnow ane w edług m etody Gomoriego. Na 
sery jnych  sk raw kach  w ykonano odczyny im munohistochemiczne z u ży 
ciem kom pleksu  peroksydaza-antyperoksydaza (S ternberger i wsp. 1970) 
i surow icy przeciw  kw aśnem u w łókienkow em u b iałku glejow em u (GFAP), 
uzyskanej w edług m etody opisanej uprzednio  (Szymaś, M orkowski 1984).

W m ikroskopie e lek tronow ym  zbadano 12 przypadków  z tej grupy. 
M ateria ł tkankow y  do badania elektronowo-m ikroskopowego pobierano 
z k ilk u  m iejsc guza n a tychm ias t  po w yjęciu now otw oru  z jam y  czaszki 
w  czasie zabiegu operacyjnego i u trw alano  w  roztworze K arnowskiego, 
niezależnie od reszty  m ate r ia łu  operacyjnego. Pozostałą część p rzezna
czoną do badań  w mikroskopie św ietlnym  u trw a lano  w  4°/o zbuforow a- 
nej formalinie.
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M ateriał do badania  elektronowo-m ikroskopowego u trw a lano  dodat
kowo w 0 s 0 4, odw adniano i zatapiano w  Eponie 812. Półcienkie i u ltra -  
cienkie sk raw ki krojono na u ltram ik ro tom ie  O m U 3. Półcienkie skraw ki 
barw iono błęk item  toluidyny. U ltracienkie sk raw ki kontras tow ano  octa
nem  u ran y lu  i cy tryn ianem  ołowiu. Zdjęcia elektronow o-m ikroskopow e 
w ykonano w mikroskopie JEM  7A i Opton 10A.

W Y N IK I

W skraw kach  barw ionych  hem atoksyliną i eozyną stwierdzono roz
ległe obszary m onotonnej populacji drobnych, anaplastycznych komórek,
o okrągłym  lub w ydłużonym  kształcie, nadbarw liw ych  jąd rach  i ską
pym  obrąbku cytoplazm y (rye. 1). W części p rzypadków  obecne były 
rozety  I iom era -W righ ta  i uk łady  rzekomorozetowe. U kłady palisadowe 
stw ierdzono tylko w 2 przypadkach. K om órki o ow alnym  i w ydłużonym  
kształcie tw orzyły  widoczne zawirowania. W tych p rzypadkach  w b a r 
wieniu PTA H  stwierdzono obecność delikatnego, w łókienkowego m ater ia łu  
trudnego  do in te rp re tac j i  (jednobiegunowa w ypustka  czy zrąb). W m a
teria le  barw ionym  tym  sposobem stw ierdzano ponadto liczne granatow e 
włókienka w ystępujące  w dużych kom órkach o obfitej cytoplazmie i w y 
datnych, w ielokierunkow o przebiegających wypustkach.

W 10 przypadkach  stwierdzono znaczny rozplem tkank i łącznej, m a
nifestu jący  się obecnością ciasno upakow anych wrzecionow atych kom órek

Rye.  1. M onotonn e  u tk a n ie  rdzen iaka  złożone z pop ulacji  drobnych , n iezróżn ico-  
w a n y c h  kom órek . H— E. P o w . 400 X 

Fig. 1. H o m o g en eo u s ce llu lar  pattern  of m edu llob lastom a, com posed  of sm all und
d ifferen tia ted  cells .  H — E. X 400
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i licznych włókien siateczki. W obszarach o tak im  u tkan iu  obecne były 
również w yspy mniej licznych komórek, pomiędzy k tó rym i nie s tw ier
dzono obecności włókien srebrochłonnych. B arw ienie PT A H  z reguły  
podkreślało ry sunek  tych wysp poprzez obecność pomiędzy n im i g rana
towo barw iących  się włókien w cytoplazmie perykarionów  i w ypustek  
kom órek o cechach odczynowych astrocytów. Tylko nieliczne kom órki 
tego typu  stw ierdzano  w obrębie sam ych wysp.

R yc .  2. S k ąpe  strąty  m eta liczn e  w  p o jed y n czy ch  kom órkach  rdzen iaka  w  im p re 
gnacji sp osob em  Cajala. 600 X 

Fig. 2. Scarce  m eta lic  deposits  in  som e cells  o f m ed u llo b la sto m a  in  C a ja l’s gold
im pregnation . X 600

Im pregnacja  skraw ków  w edług  m etody C ajala  uwidoczniła obfitą cy- 
toplazmę i dobrze w ykształcone liczne i długie w ypustk i odczynowych 
astrocytów. Drobne, anaplastyczne kom órki rdzeniaka w zasadniczej m a 
sie nie im pregnow ały  się. Tylko n iekiedy spostrzegano pojedyncze drobne 
bezw ypustkow e kom órki o nieco liczniejszych ziarnistościach, odcinające 
się od hom ogennego tła (ryc. 2).

R eakcja im m unohistochem iczna z użyciem surowicy przeciw G F A P  
uwidoczniła obecne we wszystkich  badanych  guzach duże kom órki z licz
nym i w ypustkam i. Złogi p roduk tów  reakcji by ły  obfite i skoncentrow ane 
w  części cytoplazmy, zasadniczo odpowiadając przebiegowi włókienek g le
jowych. K om órki tego typu  w ystępow ały  obficie w  przy legających  do 
guza częściach mózgowia oraz w brzeżnych obszarach u tkan ia  now otw o
rowego. Odpow iadały  one odczynowym  astrocytom  (ryc. 3). Ich liczne 
w ypustk i  zbiegały się wokół w łosow atych naczyń krwionośnych. Takie 
as trocy ty  były  mniej liczne w cen tra lnych  obszarach guza, obficiej w y 
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stępow ały w  otoczeniu wysp kom órek  rdzeniaka o w yda tne j desmoplazji. 
W obszarach litych stw ierdzano również złogi reakcji im m unohistoche- 
micznej. Zlokalizowane były  one w obrębie wąskiego pasm a cytoplazmy 
nielicznych kom órek now otw oru, nie różniących się wielkością i kszta ł
tem  od pozostałych (ryc. 4a, b). K om órki tego rodzaju  były  rozsiane w jed-

Ryc.  3. R e a k ty w n e  astro cy ty  w  u tk a n iu  rdzen iak a . O dczyn z su ro w icą  a n ty -G F A P .
M ikroskop  p o la ry za cy jn o -in ter feren cy jn y . P o w . 600 X 

Fig. 3. R ea ctiv e  a stro cy te s  w ith in  m ed u llo b la sto m a . A n t i-G F A P  reaction . P o la r ized -
-in terp h a se  m icroscopy. X 600

nakow ym  stopniu w całym  guzie bez wyraźnego związku z przebiegiem  
naczyń. B rak też było różnic w  ich w ystępow aniu  w cen tra lnych  i obwo
dowych częściach guza. O brazy o tak im  typie odczynu z surowicą p rze
ciw G FA P stwierdzono w 21 badanych  guzach (25°/o). Częściej, bo w sied
m iu na dziesięć badanych  p rzypadków  w idyw ano G F A P -dodatn ie  ko
m órki now otw orow e w  desmoplastycznej postaci rdzeniaka.

W badaniu  elek tronow o-m ikroskopow ym  rdzeniaków  stwierdzono n ie
jednorodny ch a rak te r  komórek. N ajw iększą liczbowo populację stanow iły  
niskozróżnicowane kom órki ksz ta łtu  wydłużonego, z dużym  jąd rem  i w ą 
skim pasm em  cytoplazm y (ryc. 5). Ich jąd ra  różniły się zawartością h e te 
rochrom atyny. W szystkie w ykazyw ały  n ieregu larne  zarysy, w ręb iastą  
otoczkę w y tw arza jącą  liczne w puklen ia  i długie w ypustk i z przew ęże
niami i z mnogimi, n ieregu larn ie  rozmieszczonymi porami. Część jąder  
charak teryzow ała  się obecnością wąskiego pasa he terochrom atyny , sk u 
pionej p rzy  otoczce jądrow ej i dużego jąderka. W drug im  typie jąder  
s tw ierdzano znacznie większą zaw artość he terochrom atyny , rozproszonej 
po całym obszarze karioplazm y, bądź też skupiającej się pod otoczką.
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Jąd ra  te również zaw ierały  duże jąderka. W obu typach  jąder obserw o
wano różnego stopnia poszerzenia przestrzeni między blaszkami otoczki 
jądrow ej. W niek tó rych  kom órkach z błon otoczki jądrow ej formow ały 
się figury  mielinowe. Część kom órek ulegała niepraw idłow em u podzia
łowi mitotycznem u. W yrażało się to między innym i obecnością s t ru k tu r  
cytoplazmy (kanały siateczki, m itochondria, lizosomy, figury mielinowe)

*

*

Ryc.  4. K om órki rdzen iaka  zaw iera ją ce  z łogi produktu  reakcji im m u n o h is to ch e-  
m icznej w  obrębie w ą sk ieg o  rąbka cy top lazm y. O dczyn  z surow icą a n ty -G F A P .

a. P ow . 600 X , b. P o w . 1000 X 
Fig. 4. M ed u llob lastom a cells  co n ta in ing  deposits  of the product of im m u n o h is to -  

ch em ica l reaction  w ith  a n t i -G F A P  serum , a. X  600, b. X 1000
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w obszarze kariop lazm y przy  zrekonstruow anej częściowo ótoczce jądro
wej. C ytoplazm a w obu rodzajach kom órek stanowiła w ąskie pasmo za
w ierające  liczne polirybosomy, pojedyncze kana ły  siateczki śródplazma- 
tycznej ziarnistej i m itochondria, ap a ra t  Golgiego, centriole i krople li
pidów. Część kom órek  posiadała kró tk ie  wypustki. W cytoplazmie w y 
p ustek  znajdow ały  się polirybosom y i m itochondria. W n iek tórych  ko
m órkach  krople lipidowe zajm ow ały znaczną część cytoplazmy. Mito
chondria  m iały  zagęszczoną macierz, długie grzebienie i w ąską przestrzeń 
m iędzygrzebieniową. Część niskozróżnicowanych kom órek w ykazyw ała 
cechy zw yrodnienia; w yrażało  się to spęcznieniem m itochondriów, posze
rzeniem  kana łów  siateczki, pojaw ieniem  się figur m ielinow ych uform o
w an y ch  z błon siateczki śródplazm atycznej i kondensacją  chrom atyny  
jąder.  W końcowej fazie dochodziło do rozpadu komórek.

тш

Rye.  5. F ra g m en t rdzen iaka  zbud ow an ego  z n iezró żn ico w a n y ch  kom órek. W ąski  
rąbek c y to p la zm y  zaw iera  liczne  po liryb osom y, skąpo rozb u d o w a n y  aparat G o l

g iego  oraz n ie liczn e  m itoch ondria . ME. P ow . 4.800 X 
Fig. 5. F ra g m en t of m ed u llo b la sto m a  consisting  of un d ifferen c ia ted  cells. N arrow  
rim  of cy to p la sm  conta ins n u m ero u s polyr ib osom es, scarce  G olgi co m p lex  and non  

n u m ero u s m itochondria . EM. X 4 800
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W utkan iu  now otw orów  znajdow ano ponadto  pola kom órek o cechach 
różnicowania się zarówno w k ie ru n k u  spongioblastów, jak i neuroblastów . 
W polach kom órek o zróżnicowaniu neuroblastycznym  nierzadko w ystę
powały uk łady  rozetowe, w k tó rych  ciała kom órek leżały obwodowo, a ich 
w ypustk i za jm ow ały położenie centralne. W cytoplazmie i w  w ypustkach  
tych kom órek widoczne były  liczne neurotubule . P rzy  ich dużym  nagro
madzeniu w ypustk i kom órkow e upodabniały  się do dendry tów  (ryc. 6). 
Dalszym w ykładnik iem  różnicowania się kom órek  w k ie ru n k u  n eu rob la 
stów były pęcherzyki o średnicy 80— 100 nm  z elektronooptycznie gęstą 
zawartością, odpowiadające obrazowi pęcherzyków  synaptycznych  (ryc. 7) 
oraz formow anie kolbkow atych  zakończeń przypom inających  połączenia 
synaptyczne.

W cytoplazmie okołojądrowej kom órek różnicujących się w k ie ru n k u  
spongioblastycznym obecne były  liczne kana ły  ziarnistej siateczki śród-

R yc .  6. F ragm ent rdzen iaka  z k om órkam i zróżn icow an ym i * w  k ieru n k u  n e u r o b la 
styczn ym . K om órka z jed n o b ieg u n o w ą  w y p u stk ą  z obecnośc ią  n eurotub u l zarów n o  

w  cytop lazm ie  perykar ion a ln ej i w y p u s tk o w e j  (strzałki). ME. P o w . 12.800 X 
Fig. 6. F ragm ent of m ed u llo b la sto m a  w ith  ce lls  d ifferen tia t in g  into n eu rob last ic  
direction . A  cell w ith  un ipolar  process, co n ta in ing  n eu ro tu b u les  in  both  p er ik a ry a l  

and p rocess cy to p la sm  (arrows). EM. X 12 800
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plazm atycznej,  mitochondria, apa ra t  Golgiego, a przede w szystk im  deli
k a tn e  f i lam enty  o średnicy 10 nm  (ryc. 8). Tego typu  filam enty  oraz ziar
nistości glikogenowe stwierdzono również w w ypustkach  kom órek różni
cu jących  się w k ie ru n k u  spongioblastów. W nielicznych kom órkach  tej 
linii obecny był in tensyw nie osmofilny m ater ia ł  pow stający z konden
sacji filamentów. W ypustk i kom órek różnicujących się w k ie ru n k u  spon
gioblastów w ystępowały w tych sam ych polach, w k tó rych  nagromadzone 
by ły  w ypustk i zawierające neuro tubule .

W obu rodzajch u tkan ia  znajdow ano złącza międzykom órkow e typu  
zonulae adherentes. P rzestrzen ie  międzykom óikowe były  przeważnie sze
rokie, w  n iek tó rych  okolicach kom órki ściśle przylegały  do siebie. W ob
szarach  okołonaczyniowych i w  naciekach guza w obrębie opon, by ły  
obecne również włókna kolagenowe, proteoglikany podścieliska, fibro- 
blasty, a bezpośrednio w sąsiedztwie naczyń w łosowatych wynaczynione

Ryc.  7. F ra g m en t rdzen iaka  o zróżn icow aniu  neu ro b la sty czn y m . C ytop lazm a p rzy
leg ły ch  do sieb ie  kom órek  za w iera  pęcherzyk i sy n aptyczn e  oraz neurotub u le  (strza ł

ki). ME. P o w . 36. 000 X 
Fig.  7. F ra g m en t of m ed u llo b la sto m a  w ith  neuroblastic  d ifférenc ia t ion . C ytop lasm  
of ce l ls  con ta in in g  syn aptic  v e s ic les  (arrows) and n eu ro tu b u les  (arrows). EM.

X 36 000
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krw ink i  i<fwłóknik. O bszary takie by ły  szczególnie rozległe w u tkan iu  
desm oplastycznych rdzeniaków.

Pola komórek o cechach różnicowania się zarówno w  k ie ru n k u  spon- 
gioblastów jak  i neuroblastów  w ystępow ały w 5 przypadkach . W 2 p rz y 
padkach  stwierdzono jedynie wykładnik i różnicowania w k ie ru n k u  neu-  
roblastycznym. W 5 guzach obecne były  tylko p ry m ity w n e  komórki.

R yc.  8. F ragm en t rdzen iaka  o zróżn icow aniu  g le jo w y m . Jądra kom ó rek  o n ie r e g u 
la rn y ch  obrysach. C ytop lazm a oko ło jądrow a zaw iera  liczne  pęczk i f i la m e n tó w  o śr e d 

n icy  10 nm , liczne  ka n a ły  erg astop lazm y i liczne  m itoch ondr ia .  P o w . 28.000 X 
Fig. 8. F ragm en t of m ed u llo b la sto m a  w ith  g lia l d ifferentia t ion . Irregu lar ly  ou tl in ed  
nu cle i.  P er in u c lea r  cy to p la sm  conta in ing  n u m ero u s  bu nd les of  10 n m  f i la m e n ts ,  
n u m ero u s  chann els  of en d op lasm ic  ret icu lu m  and nu m erous m itchondria .  X 28 000

OM Ó W IENIE

Bailey i Cushing (1925) przy  użyciu złotowo-sublim atow ej im pregnacji  
w edług  Cajala uwidocznili w  u tkan iu  rdzeniaka typow e astrocyty . C ha
ra k te r  tych kom órek (astrocyty nowotworowe czy odczynowe) nie został 
jednak  w yjaśniony, z b raku  odpowiednich metod pozw alających  n a  ich 
różnicowanie. Również barw ienie PT A H  uwidaczniające m ater ia ł  w łó- 
kienkow y w  obszarach o g lejowym  zróżnicowaniu (Rubinstein  1972) nie 
da je  podstaw do takiego rozróżniania tych astrocytów.

W prowadzenie metod im m unohistochemicznych z użyciem surowicy 
an ty -G F A P  do badań  guzów mózgu pozwoliło oczekiwać in teresu jących  
wyników. Jed n ak  już w pierw szych pracach zaznaczyła się rozbieżność 
w yników  uzyskanych przez poszczególnych au torów  (Van der M eulen
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i wsp. 1978; Delpeh i wsp. 1978; Eng, R ubinste in  1978; Velasco i wsp. 
1980). Dopiero prace oparte  na  reprezen ta tyw nej  liczbie p rzypadków  do
wiodły, że 25 do 60%  kom órek rdzeniaka w ykazuje  dodatnią reakcję 
im munohistochemiczną z surowicą przeciw G FA P (Palm er i wsp. 1981; 
M annoji i wsp. 1981; M erkel i wsp. 1982; Roessmann i wsp. 1983; K u - 
m anish i i wsp. 1985).

Uzyskane przez nas w ynik i w ykazujące 25%  G FA P-dodatn ich  rdze- 
n iaków  potw ierdzają  te dane. Istotne w yda je  się przy tym  spostrzeżenie, 
że G F A P -dodatn ie  kom órki były  rów nom iernie rozproszone w  całym  gu
zie. Podobne obserwacje poczynili M annoji i wsp. (1981). F ak t  ten w y 
daje się o tyle ważny, ponieważ wskazuje, iż drobny fragm ent rdzeniaka 
może być pod tym  względem  rep rezen ta ty w n y  dla całości guza. Spostrze
żenie to jest zasadnicze również dla odróżnienia G F A P-dodatn ich  kom ó
rek rdzeniaka od odczynowych astrocytów. Te ostatnie daw ały  się z r e 
guły  łatwo identyfikować na  podstawie cech morfologicznych, u ch w y t
nych  już zresztą w  sery jnych  sk raw kach  barw ionych  m etodą PTA H  i im 
pregnow anych  według Cajala.

W badaniu  m ikroskopow o-e lek tronow ym  najliczniejsze były  p ry m i
tyw ne  kom órki bez morfologicznych cech zróżnicowania. Jed n ak  w  znacz
nej części guzów uzyskano obrazy świadczące o różnicowaniu się kom ó
rek now otw orow ych w  k ie ru n k u  bądź spongioblasta bądź też neuroblasta . 
W ykładn ikam i świadczącymi o różnicowaniu się kom órek w k ie ru n k u  
neurob lastycznym  były: w ystępow anie w cytoplazmie i w ypustkach  neu-  
ro tubu l i pęcherzyków  synaptycznych, formow anie pojedynczych kolbko- 
w atych  zakończeń przypom inających  połączenia synaptyczne, rozetkowy 
uk ład  kom órek  z cen tra lnym  um iejscowieniem  ich w ypustek  zaw iera ją 
cych neuro tubule . K om órki te przypom inające morfologicznie płodowe 
neurony, opisali w rdzeniakach  uprzednio inni autorzy (Soejima 1970; 
Roy 1977; Moss 1983).

Cechami pozw alającym i na  ustalenie różnicowania kom órek now o
tw orow ych w k ie ru n k u  spongioblastycznym były: odm ienny w ygląd jąd ra  
oraz obecność w cytoplazmie i w ypustkach  licznych pęczków włókienek 
pośrednich. O brazy  te odpowiadają typow i d rugiem u kom órek rdzeniaka 
opisanych przez Moss (1983). W ystępow anie w ypustek  w kom órkach  rdze
n iaka jes t dobrze udokum entow ane (Soejima 1970; Roy 1977; Cam ins 
i .wsp. 1980). W ypustk i te w ykazu ją  w yraźnie  dw ojaki charak ter .  Wiele 
w ypus tek  zawiera jących  obfity  m ater ia ł  w łókienkow y wykazywało łącz
ność z kom órkam i o zróżnicowaniu spongioblastycznym. P rzem aw iało  to 
również za ich nowotw orow ym , a nie odczynowym  pochodzeniem.

W ykładn ik i różnicowania się kom órek rdzeniaka spostrzegano w  b a 
daniach im m unohistochem icznych i e lek tronow o-m ikroskopow ych ró w 
nież w obrębie mas guza nac iekających przestrzeń podpajęczynówkową. 
W yklucza to obecność domieszki w ysokozróżnicowanych s t ru k tu r  neuro- 
ek toderm alnych  mózgu, p rze trw ałych  w obrębie nacieku nowotworowego.
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Tak więc dw ukierunkow e różnicowanie się kom órek rdzeniaka jest 
bezsporne. Należy jednak  pam iętać o ograniczeniu każdej ze stosowanych 
metod. Do badania elektronowo-m ikroskopowego m ożna pobrać tylko n ie
wielki fragm ent tkanki, nie zawsze reprezen ta tyw ny , w  k tó rym  mogą być 
nieobecne rozproszone form y kom órek  bardziej zróżnicowanych. Metoda 
im munohistochemiczna oparta  na  badaniu  skraw ków  u trw alonych  w for
malinie bez wątp ien ia  obarczona jest b łędem  fałszywie u jem nych w yn i
ków. W porównawczych badaniach  m ater ia łu  mrożeniowego i parafino
wego mózgu m yszy wykazano bowiem (Szymaś 1986), iż formalina po
woduje destrukcję antygenow ości GFAP.

Nie bez znaczenia pozostaje też wiele szczegółów związanych z u t rw a 
laniem i przeprow adzaniem  m ate r ia łu  tkankowego. Może to też t łu m a
czyć, dlaczego n iek tó rym  autorom  (Goebel i wsp. 1983; Coffin i wsp. 1983; 
Schindler, Gullo tta  1983) nie udało się uzyskać dodatniego odczynu z su
rowicą an ty -G FA P  w obrębie kom órek  rdzeniaka.

Na podstawie przeprow adzonych  badań  w yda je  się niezbędne zasto
sowanie dla d iagnostyki rdzeniaka, w m iarę możliwości, wszystkich do
stępnych technik badawczych m ate r ia łu  tkankowego. Mogą one też s ta 
nowić przesłankę do wnioskow ania o cytogenezie i biologii rdzeniaka. 
Dane te nakazują  też indyw idualne  rozważenie wskazań i ocenę w yników  
następowego, względem zabiegu operacyjnego, leczenia.

THE P R E SE N C E  OF G L IA L  F IB R IL L A R Y  ACIDIC P R O T E IN  (G FA P) A S  A N  
E X P O N E N T  OF D IF F E R E N T IA T IO N  OF M E D U L L O B L A ST O M A  CELLS

S u m m a r y

E ighty  four cases of m ed u llo b la sto m a  w e re  ex a m in ed  im m u n o h isto ch em ica lly  
w ith  a n t i -G F A P  serum , tw e lv e  cases  w e re  e x a m in ed  w ith  e lectron  m icroscope  to 
determ ine  the d ifferen tia t io n  of tum or  cells .  G lia l d ifferen tia t io n  of m ed u llob lastom a  
cells  w a s  found in  21 cases, as de term in ed  by im m unoh istoch em istry . In e lectron  
m icroscope g lia l d ifferen tia t io n  w a s  m a n ife s ted  by presence  of f i la m en ts  of 10 nm  
diam eter  in the c y to p la sm  of fe w  tum or cells .  N eurona l d ifferen tia t io n  w a s  m a n i
fested  by presence  of neurotubules ,  syn aptic  ves ic les ,  form in g  of b u lb -lik e  end in gs  
and processes s im ila r  to dendrites.

Our study  has sh ow n , that in  d iagn osis  of m ed u llo b la sto m a  it is u sefu l to  p er 
form  para le lly  im m u n o h is to ch em ica l  and u ltrastructu ral studies , w h ic h  a l lo w  m ore  
precise  de term in a tio n  of d irection  and degree  of d ifferen tia t ion  of the tum or ce l ls  
than routine  h isto logy .

ПРИСУТСТВИЕ КИСЛОГО ФИБРИЛЛЯРНОГО ГЛИОЗНОГО БЕЛКА (GFAP)
КАК ПОКАЗАТЕЛЬ ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ КЛЕТОК МЕДУЛЛОБЛАСТОМЫ

Р е з ю м е

В 84 случаях медуллобластомы была проведена иммуногистохимическая реакция, об 
наруживающая присутствие кислого фибриллярного глиозного белка (GFAP). 12 случаев 
из этой группы были исследованы электронно-микроскопически, чтобы определить диффе-  
ренцировку клеток опухоли.
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Глиозная дифференцировка клеток медуллобластомы была найдена в 21 случаях, на 
основании положительной иммуногистохимической реакции. В электронно-микроскопи
ческом исследовании дифференцировка глиозных клеток проявлялась присутствием фибрилл 
с диаметром 10 п т  в цитоплазме немногочисленных клеток опухоли. Нервная дифферен
цировка опухолевых клеток проявлялась присутствием невротубулл, синаптических пузырь
ков, формированием колбочковидных окончаний и уподобленным дендритам отростком. 
Проведенные исследования показали, что в диагнозе медуллобластомы целесообразно 
паралельное применение иммуногистохимического и ультраструктурного исследований, 
позволяющих точнее, чем рутинные гистологические методы, обнаружить разницу в на
правлении и степени дифференцировки клеток этой опухолич
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Spontaneous neoplasm s of the cen tra l  nervous system  in gerbils  are  
unknow n. A fter in troduction  of a Mongolian gerbil into labo ra to ry  use 
(Schw entker 1963) it w as suggested th a t  these rodents  do not develop 
spontaneous tum ors  (Handler, P av  1964; H andle r  et al. 1966). Soon both  
in the Mongolian gerbil and  in some few species of wild and labo ra to ry -  
-b red  Gerbi l l inae  neoplasm s of the skin and  in terna l  organs w ere  noted  
(Benitz, K ram er  1965; R ingler et al. 1972; Rowe et al. 1974; Vincent, Ash 
1978). The tum ors w ere  observed in 8.4— 24%  of autopsied anim als (Vin
cent et al. 1979) p a r t icu la r ly  in ageing, m ore than  2-year-old  anim als 
(Rowe et al. 1974; V incent et al. 1975).

This paper concerns a p r im ary  spontaneous glioma of the m edulla  
oblongata, the first  no ted  case of a neoplasm  of the central nervous  sy
stem in the Mongolian gerbil.

C A SE  H IST O R Y

An 8-week-old m ale Mongolian gerbil, No. 47/80 was ra ised in our 
own colony from the  group  of Mongolian gerbils obtained in 1974 from  
A lbert  E instein Ins ti tu te ,  originating from  Tum blebrook Farm , B ran t  
Lake, N. Y. The anim al, toge ther w ith  o ther  22 gerbils  in  th is  
series was user for expe rim en ta l  brain ischemia by  one the  au tho rs  
(M. J. M.) and included into the published s tudy  (Kapuściński, M ossakow
ski 1983). The gerbil h ad  been anesthetized w ith  e ther  and both  common 
carotid arte ries  w ere  occluded w ith  Heifetz clip for 30 min. On account 
of the shallow re sp ira to ry  action, the re sp ira to ry  pum p  was in troduced  
since the 15th m inu te  of the experim ent.  The survival t ime a f te r  release 
of the carotid  clam ping was 2 hr. The anim al was perfused  successively 
w ith  physiological saline and w ith  10°/o formalin  solution. At necropsy 
the condition of in te rn a l  organs was good. The b ra in  was cut f ron ta lly  
a t the level of basal ganglia, Ammon horns  and  cerebellum. The v e n t r i 
cu lar  system  was dilated. Cerebral cuts w ere  fixed in 10% form alin  and

http://rcin.org.pl



330 H. Kroh et al.

em bedded in paraffin . Tissue sections 10 |л т  thick were stained w ith  h e 
m atoxylin  and eosin and by the m ethods of K lü v er -B arre ra ,  Holzer, 
Bielschowsky, Gridley, PAS. Additionally , im m unoperoxidase m ethod  
w ith  rabbit  an t i-G F A P  serum  (Decopatts, D anm ark)  in dilutions 1 : 500, 
1 : 200, 1 : 100 and goat an t i-rabb it  IgG conjugated  w ith  peroxidase (Be- 
h ringwerke, FRG) was applied to paraffin  sections.

Fig. 1. S u b ep en d y m a l loca liza tion  of the  tum or  in  the f loor  of the IV th  v e n tr ic le
H— E. X 25

Rye.  1. Guz p o d w y śc ió łk o w y  w  dnie  IV  kom ory. H — E. P o w .  25 X 

Fig. 2. T um or  in the lu m e n  of the  IV th  v en tr ic le .  H— E. X 25 
Ry e.  2. G uz w  św ie t le  IV kom ory . H — E. P ow . 25 X
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C A S E  D E SC R IPT IO N

In the cerebral hem isphere  vacuolization of neuropil of an ter io r  p a r ts  
of thalamus opticus, pa r t icu la r ly  enhanced  in the posterior parts. H ip
pocampal gyri exhib it m arked  rarefaction  of neuropil and num erous  eosi
nophilic cells betw een  sector H 2 and H 3.

C erebellar sections reveal a neoplasm  localized at the floor of the 
IV th  ventric le  in m idline opposite to the nodulus  (Fig. 1). In the m edulla  
oblongata it occupies both fascicul i longitudinales mediales reaching la 
te ra lly  nucleus vestibularis  neurons  w hich ex tend  to the per ip h e ry  of 
the  tumor. Small fiels of neoplastic tissue in fil tra te  b ila te ra lly  pedunculi  
cerebellares inferiores. Some sections show the tum or invading the v en 
tricle subependym ally , o ther —  inside the ventric le  (Fig. 2).

The main m ass of the tum or is wTell delimited from  the nervous tissue 
despite of in fi l tra tive  type of grow th  (Fig. 3). There  are two basic types  
of cells, i.e. small and  large ones w7ith  m oderate  chromatic, m edium  size 
nuclei and  ab u n d an t  cytoplasm  (Fig. 4). The nuclei w ith  c lea r-cu t n u 
cleoli are  placed excentrically . Bi- and tr inuclea r  cells w ith  distinct, g ra 
n u la r  chrom atin  a re  present. The cytoplasm  of large cells is m ark ed lly  
eosinophilic w ith  vacuoles and sometimes w ith  round  inclusions s ta in ing  
pale blue w ith  cresyl violet, negative w ith  PAS. The outline of the cells 
is ir regu la r  w ith  short  processes (Fig. 5). Seme cells are  t r ian g u la r  w ith  
one broad process. There  are also some large dispersed cells w ith  con ten t 
was hed  out (Fig. 6). Sm all cells w ith  hyperchrom atic  nuclei and scarce 
cytoplasm  are  spread  among the large cells. Mitotic figures are absent.

Fig. 3. P er ip h ery  of th e  tum or and de lin ea tion  from n eu rv e  t issue. К — E. X 60 

Rye.  3. P ogran icze  n o w o tw o ru  i tkan k i n e r w o w e j .  H— E. P o w .  60 X

7 — Neuropatologia Polska 3/87

http://rcin.org.pl



Fig. 4. L arge neoplastic  cells  w ith  e x cen tr ic  nuclei.  H— E. X 100
Ry e.  4. D uze  kom órki n o w o tw o r o w e  o jądrach u łożonych  na obw odzie . H— E. P o w .

100 X
Fig. 5. V acuolization  of large neop last ic  cells. H— E. X 250 

Rye.  5. W akuolizacja  dużych  kom órek  n o w o tw o ro w y ch .  H— E. P ow . 250 X 
Fig. 6. D egen eration  of neoplastic  cells .  Note  the binuclear, polym orphic  cell. H— E.

X. 400
Rye.  6. Z w yrodn ien ie  kom órek  n o w o tw o r o w y c h  i kom órka  dw ujądrzasta , w ie lo 

kszta łtna . H— E. P o w . 400 >
Fig. 7. P er iv a scu la r  arra n g em en t of sm all  neoplastic  cells .  H —E. X 400

Rye.  7. O k ołonaczyn iow y  uk ład  m a ły ch  kom orek  now o tw o ro w y ch . H— E. P ow . 400 X
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T h ere  are traces of gial fibrils. T um ora l vessels are  few, th inw alled  and 
of sm all d iam ete r  w ith  tendency  to be su rrounded  by  sm all neoplastic 
cells (Fig. 7). Reticulin  fibres are not p resen t e i ther  in the vascular  walls 
or neoplastic s trom a. T here  w ere  n e i ther  necrotic nor hem orrhagic  foci. The 
m a jo r i ty  of neoplastic cells had the ir  cytoplasm im m unosta ined  w ith  
a n t i -G F A P  serum  dilu ted  1 : 100; in h igher dilutions sta ined  only a few 
la rge  cells (Fig. 8). The diagnosis was additionally  supported  by  the  
re p r in t  from  the personal com puter “J J J ” in the  In s t i tu te  of N euro
pathology, F ree  University , West Berlin  p rogram m ed for diagnostics of 
h u m a n  b ra in  tum ors  (Iglesias et al. 1983, 1986). A ssum ing th a t  the large 
cells of the tu m o r  orginate  from astrocytes, the probab ili ty  of diagnosis 
of as trocy tom a is 98.87%. If the large cells are  of neuronal origin the 
p robab il i ty  of the  diagnosis of as trocytom a is 66.05%, oligodendroglioma 
31.33%, ependym om a 1.47%, unclassified tum or 1.10%.

D IS C U S S IO N

Com parison of this unique case w ith  o ther s imilar cases of sponta
neous gliomas cannot be done. In tracereb ra l  inoculation of 1-day aged 
Mongolian gerbils  w ith  Avian sarcoma virus (ASV) caused in tracerebra l  
gliomas, fatal in 38.4 ± 10.9 days in 100% of animals. The tum ors  w ere 
invasive, hem orrhagic , composed of oligodendroglia, gemistocytic and  p ro
top lasm atic  astrocytes (Serano, B igner 1979). One of the m ost popu lar  
carcinogens for the nervous system, e thy ln itrosourea , adm inis te red  sub- 
cu taneously  to neonata l  Mongolian gerbils caused a f te r  a year in 31%

Fig. 8. D is tr ib u t io n  of G F A P  in  n eo p la st ic  cells .  R abbit a n t i -G F A P  serum , 1 : 100
dilution . X 400

B ye. 8. Z a w a rto ść  G F A P  w  k om órkach  n ow otw oru . Su row ica  królicza  a n ty -G F A P  
w  rozcieńczen iu  1 : 100. P ow . 400 X
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of anim als the  oligodendrogliomas of the bra in  and  spinal cord and one 
m eningeal tu m o r  w ith  addition  of cutaneous melanomas, k idney  hem an
giomas and  am eloblastom as of the lower jaw. (Naito et al. 1985) or only 
m elanom as of the skin (Kleihues, et al. 1978), w hereas  m ethy ln itrosourea  
induced adenom as and  carcinomas of the m idven tra l  sebaceous gland 
(Haas et al. 1975a). D iethy ln itrosam ine provoked in gerbils  exclusively 
carcinom as of the  liver and re sp ira to ry  system  (Haas et al. 1975b). None 
of the m entioned  carcinogens produce in gerbils tum ors  of the  per iphera l  
nervous system , popu lar  in o ther  species, though there  is a published 
case of a gerbil  (Meriones Shawi), less than  46 m onths  old w hich  de
veloped w ith in  one y ea r  a neurilem m om a of the  brachial p lexus  (Ringler 
et al. 1972).

The an im al presen ted  by us seems to be the youngest tum or-bea ring  
gerbil. O nly  twice w ere noted  tum ors  of in te rna l organs in gerbils youn
ger  than  2 years: a 5-m onth-old gerbil w ith  ovarian  te ra tom a (Meckley, 
Zw icker 1979) and  1.5-year-old one w ith  thyro id  adenom a (Shum aker 
e t al. 1974).

Spontaneous cerebral and  cerebellar gliomas in labo ra to ry  animals, 
dogs excepted  (Dahme, Schiefer I960), are  ra th e r  rare. S ingu la r  as tro 
cytom as developed in cats (Luginbiihl et al. 1968). Am ong ra re  spon
taneous in trace reb ra l  tum ors  in rats, astrocytom as are m ost frequent,  
including m ultifocal ones (Fitzgerald et al. 1974). Only one case of ce
reb ra l  unclassified glioma was observed in the golden h am s te r  (Lugin
biihl 1964) w h ereas  spontaneous b ra in  tum ors  in guinea pigs and  in 
fe rre ts  are  unk n o w n  (Jänisch, Schre iber 1969).

As n e i th e r  histological classification of bra in  tum ors  in gerbils, nor 
the  com puter p rog ram m e for anim al tum ors  are established, classification 
of the as trocytom a in question was difficult. Relatively  sharp  delineation 
of the g row th  and  its localization in the m edulla  oblongata  a re  atypical. 
The sparse am oun t of tissue did not allow to perform  im pregna tion  on 
frozen sections. The histological fea tu res  of the large neoplastic cells r e 
qu ire  d iffe ren tia tion  from  those of neuronal origin; the diagnosis of gan- 
glioglioma has  been excluded by  the personal computer.

A C K N O W LE D G E M E N TS :  The au tho rs  express  the ir  th an k s  to Prof. 
Dr. J. C ervos-N avarro  and Doz. Dr. J. Iglesias from  the In s t i tu te  of N eu 
ropathology, F ree  University , W est Berlin for discussion of the case and  
help in com pute r  diagnosis.

S A M O IS T N Y  G W IA Ź D Z IA K  U CH O M IK A  M O N G O L SK IE G O  
S t r e s z c z e n i e

P rzy p a d ek  dotyczy  8 - ty g o d n io w eg o  chom ika  m ongo lsk iego , u k tórego  s tw ie r 
dzono g w ia ź d z ia k  rdzen ia  przed łużonego  w  pobliżu  IV  kom ory . N o w o tw ó r  ten  jest  
p ierw szy m  sa m o istn y m  g w ia źd z ia k iem  n a p o tk a n y m  w  O U N  chom ika  m o n go lsk iego .  
R ozpoznan ie  h is to lo g iczn e  opiera się  d o d a tk o w o  na w y d ru k u  z k o m p u tera  progra
m o w a n eg o  dla lud zk ich  n o w o tw o r ó w  m ózgu.
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СПОНТАННАЯ АСТРОЦИТОМА У МОНГОЛЬСКОГО ХО М ЯК А

Р е з ю м е

У 8-недельного монгольского хомяка обнаружено астроцитому продолговатого мозга
в близи IV желудочка. Эта опухоль является первой спонтанной астроцитомой, встреченной
в центральной нервной системе монгольского хомяка. Гистологический диагноз основан
добавочно на результатах компутера, программированного для неоплазм мозга человека.
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Various m itochondrial changes have been described in m uscles of 
patients  suffering  from  d iffe ren t m yopathies. A ttem pts  to classify these 
m itochondrial m yopath ies  by clinical and  morphological p a ram e te rs  have  
not been successful to date. F u rtherm ore ,  the d iffe ren t processes do not 
seem definable by biochemical characteristics  (Kamieniecka, S chm alb ruch  
1980; B rucher 1982; W alte r  1983).

The p resen t  repo rt  deals w ith  the u l tra s tru c tu ra l  findings in a case 
of ocular m yopathy .

C A S E  REPO RT

A 44 year-o ld  m an w ith  no re levan t previous diseases or fam ily  h i 
story was adm itted  to the  hospital for s tudy  in 1985.

Tw en ty -e igh t  years  earlier  he had developed sym ptom s of b i la te ra l  
palpebral ptosis. In 1976, w eakening  of the scapular belt  muscles, cardiac 
palpitations, reduction  in vision, and  lum bago first  set in. On admission 
to hospital, the following disorders w ere  noted: b ila tera l  pa lpebra l ptosis, 
a trophy  of the proxim al muscles of the extrem ities , cerebellar atax ia ,  and  
weakening of the anal sphincter.  The p a t ien t ’s inability  to d irec t  his 
vision and  loss of facial muscle tone w ere  also noted. The pupils  w ere  
isocoric and  reactive. The eyeground showed signs of p igm ent degene
ration in the re tina  w ith  a distinct outline of the optic papilla.

No m yotonic reactions w ere in evidence, no r  w ere there  any  sensory 
disturbances. These w ere  no signs of py ram ida l  involvem ent and  osteo- 
tendon reflexes  w ere  present. Changes in coordination w ith  pronounced  
difficulties in bringing finger to nose and heel to knee tests, as w ell as de
ranged la te ra l  balancing in the Rom berg tes t w ere  noted. C om plem en ta ry
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tests: rou tine  blood and urine  tests as well as functional tests for an te 
rior p itu itary , thyro id  and  steroid horm ones were w ith in  norm al limits. 
The plasm a creatine-kinase levels were norm al, in contrast to the m uscu
la r  ischemic test w ith  low er than norm al figures for lacta te  and ammonia. 
Total proteins in the CSF w ere  slightly  above norm al levels. EMG showed 
a process of chronic m y opa thy  w ith  clear predom inance in the ocular 
and facial muscles. The EEG was normal. ECG showed sinus rh y th m ; 
erra tic  conduction and  excitation reading w ere p resen t w ith  complete 
block of the r igh t ventric le  and  an ter io r  hemiblock of the left ven tric le  
being, therefore, evident. The pa t ien t  showed no signs of cardiac d ila ta-

Fig. 1. E lectron  m icrograph from  the r ight quadriceps m uscle  sh o w in g  pro lifera tion  
of the  in tern a l  m itoch ondr ia l  m em b ra n e  form in g  para lle l  touching  packets  or co n 

centric  form ation s and an  increase  of in term yofibr il lar  g lycogen . X40 000

Ry e.  1. E lek tron ogram  z praw ego  m ięśn ia  czw o ro g ło w eg o  z w id o c z n y m  przerostem  
w e w n ętr zn ej  b łony m itoch ondr ia ln ej tw orzącej ró w n o leg łe  lub k on centryczn e  u k ła 
dy. P onadto  w id o czn e  zagęszczen ie  g lik o g en u  m ięd zy  w łó k ie n k m i m ięśn io w y m i.

P o w . 40.000 X
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tion. Com puterized  tom ography  dem onstra ted  m odera te  d iffuse cortical 
a t ro p h y  w ith  d ila ta tion  of the  sulci and cisterns.

L ight microscopie exam ination  of the righ t quadriceps stained w ith  
H— E, periodic acid Schiff (PAS). Gomori trichrome, elastica van  Gieson 
revealed  a t ro p h y  of a small n u m b er  of fibers. The Gomori tr ich rom e-m e- 
thod show ed n ar ro w  homogeneous subsarcolemmal bands and  thick g ra 
n u la r  in te rm yofib r i l la r  m a te r ia l  w hich stained red. S im ilar bands w ere 
noticed in the h isto-enzym atic  reaction of NADH/TR. A TP-ase staining 
a t pH  9.4; 4.6 and 4.3 showed an increased n u m b er of type II fibers.

U l t ra s t ru c tu ra l ly  a m ark ed  increase in the n u m b er  and  size of sub 
sarcolem m al m itochondria  was noted. Prolifera tion  of the in te rna l  m ito 
chondria l m em brane  form ing paralle l stacks or concentric form ations 
(Fig. 1) as well as an increase in the density  of the m itochondrial m a tr ix

Fig. 2. H ig h -m a g n if ic a t io n  v i e w  of paracrysta l l ine  structures in a m ito ch o n d r iu m  
to i l lu s tra te  the ir  in tr in cate  confirm ation . X 100.000 

Rye.  2. W iększe p o w ięk szen ie  s truktur  p arak rysta liczn ych  w  m itochondrium . P ow .
100.000 X
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were also found. Fu rtherm ore ,  some m itochondria contained paracrysta l-  
line s truc tu res  (Fig. 2), osmophilic inclusions as well as partic les of gly
cogen and droplets of fa t  (Fig. 3). The level of in te rm yofib ril la r  glycogen 
was considerably increased.

Jr.. .
. Ф-Л " ' i »

Fig.  3. M uscle  m itoch ondr ium  p r esen tin g  an  osm op hilic  in c lu sio n  body (arrow).
X 100.000

Rye.  3. M itochondrium  m ięśn io w e  za w iera ją ce  o sm ofilne  ciało w tr ę to w e  (strzałka).
P o w . 100.000 X

D IS C U S S IO N

Incomplete cases of K earns-S ayre  syndrome, of opthalm oplegia-plus, 
and  oculo-cranial somatic disease, as defined by Olson et al. (1972) pose 
g rea t  difficulties as regards  to the ir  correct identification. A slow ra te  
of grow th, poor developm ent of secondary  sexual characteristics, w eakness  
of proxim al ex trem ity  muscles, and cerebella r a tax ia  m ay  all be associated 
w ith  the K earns-S ayre  syndrome. H eart  block m ay not appear un t i l  
m an y  years  a f te r  the initial symptoms. In cases of incomplete K earn s-
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-S ay re  syndrom e one m ay initially  expect to find ophtalmoplegia, re ti 
nopathy ,  ptosis or increased proteins in the CSF. I t  is im portan t  to iden
tify  these incom plete cases in o rder to pred ic t the developm ent of chan
ges in cardiac function w hich  can bring  about rap id  dea th  (Tome, F a r 
deau  1985).

The u l t ra s t ru c tu ra l  m itochondrial changes as well as changes in the 
liver, endocrine glands. P u rk in je  cells and  the g ran u la r  cells of the cere
be l lum  have  been noted b y  several researchers  and indicate a w idespread 
m itochondria l  abnorm ality  (Okamoto et al. 1981; M organ-H ughes 1982).

Tassin and  B rucher  (1982) has shown th a t  in sporadic and  familial 
cases, m itochondrial morphological anomalies are corre la ted  w ith  clinical 
findings and  especially muscle deficiencies.

In  ou r  case, several m orphological changes in the m itochondria  were 
present,  and  the ir  significance is equivocal.

S tudies  concerning the causes of these illnesses have resu lted  in n u 
m erous explanations rang ing  from  genetic (Schnitzler, Robertson 1979), 
e i th e r  dom inan t  or recessive, to viral, or au to im m une defects (Berenberg 
et al. 1977).

Z M IA N Y  M O R FO LO G ICZNE W M IĘ ŚN IA C H  SZK IE L E T O W Y C H  
W P R Z Y P A D K U  Z E SPO Ł U  K E A R N S -S A Y R E ’A

S t r e s z c z e n i e

P rz ed sta w io n o  przypadek  4 4-le tn iego  chorego  z zespo łem  chorobow ym , na k tó 
ry sk ła d a ły  s ię  obu stronn e  op a d n ięc ie  pow iek , n ied o w ła d  z ew n ętrzn y ch  m ięśn i  oka,  
osła b ien ie  s iły  m ięśn i r a m ie n n o - ło p a tk o w y c h ,  po łączone  z zan ikam i, b a rw n ik o w e  
zw y ro d n ien ie  s ia tk ó w k i,  n iezb orn ość  i n iezn acznego  stopnia  zanik i korow e.

W ięk szość  w łó k ie n  m ię śn io w y c h  m ia ła  p r a w id ło w e  rozm iary  i w ie lo b o czn e  k o n 
tury, ty lk o  n ie w ie lk a  część  spośród nich w y k a z y w a ła  cechy  zaniku . W idoczne b y ły  
w ą sk ie  po d sa rk o lem a ln e  rąbki, w y b a rw ia ją c e  się  czerw ono  w  tech n ice  trójbarw nej  
G om oriego  i czarno w  o d czy n ie  N A D H .

W obrazie  m ik r o sk o p o w o -e le k tr o n o w y m  stw ierd zon o  w zro s t  l iczby  i w ie lk o śc i  
m itoch ondriów . M acierz m itoch on d r ia ln a  w y k a z y w a ła  zw ięk szo n ą  gęstość . O becny  
był ro zp lem  w e w n ętr zn e j  b łon y  m itoch ondr ia ln ej ,  w y s tę p o w a ły  struk tury  parakry-  
sta liczne  i c iem n e  m ito ch o n d r ia ln e  c ia ła  w tr ę to w e .  Z aw artość  g l ik ogen u  pom iędzy  
m io fib ry la m i była zw ięk szon a .

N a  p o d sta w ie  obrazu m ik r o sk o p o w o -e le k tr o n o w eg o  m ożna było  w y su n ą ć  k o n 
cepcję, że n ie p ra w id ło w o śc i  u ltra stru k tu ra ln e  prow ad ziły  do zaburzen ia  tka n k o w eg o  
m eta b o lizm u  m itoch ondriów , co z k o le i  s ta n o w iło  podłoże d y s fu n k cji  m ięśni.

МОРФОЛОГИЧЕСКИЕ ИЗМЕНЕНИЯ В СКЕЛЕТНЫХ МЫШЦАХ  
В СЛУЧАЕ СИ Н ДРО М А KEARN S -  SAYRE’А

Р е з ю м е

Представлен случай 44-летнего больного с синдромом, в котором наблюдался двусто
ронний птоз, парез внешних мышц глаза, плечелопаточный парез с атрофией мышц, пиг
ментная дегенерация ретины, атаксия и небольшая атрофия коры мозга.
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Большинство мышечных волокон было нормальной величины и с полигональными 
контурами, только небольшая их часть проявляла атрофические изменения. П од сарколем
мой наблюдались узкие гомогенные рубчики, красно окрашенные в трехцветном методе  
Гомори и черные в реакции N A D H .

Электронно-микроскопическое исследование обнаружило увеличение количества 
и величины митохондрии. Митохондрияльное матрикс проявляло увеличенную плотность. 
Внутренная митохондрияльная мембрана пролиферировала, наблюдались паракристаличес- 
кие структуры и темные внутримитохондрияльные включения. Содержание гликогена между 
миофибриллами было увеличено.

Микроскопическая картина позволила сугерировать, что ультраструктуральные изме
нения вели к нарушениям кислородного метаболизма митохондрии, а это было основой 
нарушения мышечной функции.
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H A L IN A  W E IN RAU DE R, IR IN A  W. G A N N U S Z K IN A

O DD ZIAŁY W A NIE SUROWIC CHORYCH NA STW ARDNIENIE 
ZANIK O W E BOCZNE NA ORG A N OTY POW Ą  HODOW LĘ M ÓŻDŻKU

Z akład N europato log ii  Centrum  M ed ycyn y  D ośw ia d cza ln e j  i K lin icznej P A N , W ar
szaw a, In sty tu t N euro log ii  A N M  ZSRR, M o sk w a

P atogeneza i etiologia s tw ardn ien ia  zanikowego bocznego (SLA), 
w k tó ry m  procesem zw yrodnieniow ym  dotknięte  są n eu rony  ruchowe, 
nie jes t w yjaśn iona i b rak  jest hipotezy, k tó ra  uw zględniałaby różnorodne 
znane fak ty  dotyczące m.in. se lek tyw nej wrażliwości jednych, a odpor
ności innych  populacji neuronów. W śród różnych hipotez dotyczących 
etiologii procesu chorobowego znana jest również hipoteza sugerująca 
reakcję autoimmunologiczną sk ierow aną przeciwko neuronom  ruchow ym  
lub przeciwko kom órkom  pod trzym ującym  funkcje i przeżycie neuronów  
(Bartfeld i wsp. 1982). Dane dotyczące w ystępow ania  czynników lub p rze
ciwciał neurotoksycznych  w surowicach chorych są sprzeczne, a p y ta 
nie czy istnieje swoista odporność sk ierow ana przeciwko an tygenom  
uk ładu  nerw ow ego i czy swoista odpowiedź im munologiczna na te a n ty 
geny może w pływ ać na przebieg choroby pozostaje nadal bez odpo
wiedzi.

W obszarach objętych zm ianami obserwowano glejozę i rozrzedzenie 
neuropilu  (Iwata, H irano 1979), a Brock i M cllwain (1984) stwierdzili 
zm iany w  składzie kw aśnych  białek reagu jących  z surowicą przeciwko 
białku w łókienek glejowych (GFAP) w  grzbie tow ych i brzusznych korze
niach rdzeniow ych u ludzi zm arłych na  s tw ardn ien ie  zanikowe boczne. 
Brown i wsp. (1984) wykazali, że surowice chorych rozpoznają an tygeny 
o ciężarze 50 i 70 kd, w ystępu jące  w  rdzeniu  kręgowym , móżdżku i w ą 
trobie dojrzałych myszy. K le tt i  i wsp. (1984) dokonali obserwacji,  że 
gam m aglobuliny z surowic SLA częściej niż kontrolne, rozpoznają białko
o ciężarze 140 kd  z bydlęcych neuronów  ruchow ych  i z kom órek  n e rw o 
wych zwojów m iędzykręgow ych człowieka.

Przytoczone powyżej dane skłoniły nas do podjęcia doświadczeń m a
jących na celu określenie w p ływ u  surowic od chorych na  s tw ardnienie  
zanikowe boczne na tkankę  nerw ow ą hodow aną in  v i t ro  i stwierdzenie
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ew entualnego w iązania się h ipote tycznych  przeciwciał mózgowych na ele
m entach  kom órkow ych tej hodowli. P rzedstaw ione przez nas w ynik i do
tyczą tylko 2 surowic, a za tem  mogą mieć jedynie  cha rak ter  doniesienia 
wstępnego.

M A T E R IA Ł  I M ETODY

Hodowle tkankowe. Badania przeprow adzono n a  organotypow ych ho
dowlach móżdżku now orodków  szczurzych. Hodowle prowadzono metodą 
ru tynow ą, stosowaną w  naszym  laboratorium , z dodatkiem  do środowi
ska odżywczego 30°/o surowicy cielęcej. Do części hodowli po 16 dniach 
w zrostu  in v i t ro  dodaw ano 20%  surowicy chorego i inkubowano je przez 
4 dni. Do w ykonania  odczynu im m unofluorescencji pośredniej z surowicą 
chorych jako pierw szą w ars tw ą  oraz do w szystkich odczynów kontrolnych, 
służyły hodowle po 20 dniach w zrostu  in vitro.

Surowice od chorych. Surowice pochodziły od chorych leczonych 
w Insty tucie  Neurologii ANM w  Moskwie: C hory  Ł. C. (sur. n r  1) 46 lat, 
długość trw an ia  choroby 14 miesięcy, rozpoznanie: zanik mięśni grzbietu, 
chory  G. N. (sur. n r  2), 33 lata, długość t rw an ia  choroby 17 miesięcy, 
rozpoznanie: s tw ardnien ie  zanikowe boczne, postać szyjno-piersiowa. S te
ry ln ie  pobrane surowice przechow yw ano w -f-4°C i dodaw ano do hodowli 
bez inaktywacji.

Odczyn im munofluorescencji (IF). Odczyn w ykonyw ano  na hodowlach 
p rzem yw anych  3 razy PBS i u t rw a lan y ch  w zim nym  ( — 20°C) acetonie. 
Hodowle doświadczalne (inkubowane 4 dni z surow icam i chorych) inku
bowano z surowicą króliczą an ty  GFAP, rozcieńczoną 1 : 20, przez 30 min 
w tem pera tu rze  pokojowej, p rzem yw ano  3 X P B S  i inkubow ano z od
czynnikiem  fluorescencyjnym  rozcieńczonym 1 : 20 (kozie IgG przeciw
ko IgG króliczym) także 30 m in w tem p era tu rze  pokojowej. Hodowle 
z g rupy  kontrolnej po u trw a len iu  inkubow ano 30 min z nierozcieńczo- 
nym i surowicami chorych, p rzem yw ano  jak  wyżej i inkubowano 30 min 
z surowicą przeciwko IgG ludzkim kon jugow aną z fluoresceiną, rozcień
czoną 1 : 10.

Odczyny kontro lne w ykonyw ano  zastępując surowicę odpornościową 
an ty  G FA P i surowice chorych p łynem  PBS lub norm alną surowicą ludz
ką oraz stosując jako drugą  w ars tw ę kon tro lny  odczynnik fluorescen
cyjny.

Odczynniki: 1. Królicza surowica przeciwko bydlęcem u kw aśnem u 
b ia łku  włókienek glejow ych (GFAP firm y  Dakopatts, Kopenhaga, Dania. 
2. Surowica kozia przeciwko IgG króliczym  kon jugow ana z fluoresceiną, 
f ragm en t F (ab)2. 3. Surow ica kozia przeciwko IgG ludzkim (łańcuchy 
H +  L) konjugow ana z fluoresceiną. 4. Królicze IgG, fragm ent F (ab)2 
konjugow ane z fluoresceiną (f luorescencyjny odczynnik kontrolny) — 
wszystkie odczynniki fluorescencyjne firm y B ehringw erke, M arburg, 
RFN.
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W Y N IK I I OM ÓW IENIE

W 16-dniowych hodowlach móżdżku noworodków szczurzych inkubo- 
w anych  przez 4 dni w  m edium  z dodatkiem  20%  nieak tyw ow anej suro
wicy chorych na  s tw ardnienie  zanikowe boczne nie s twierdzono efektu  
cytotoksycznego.

W odczynie im m unofluorescencyjnym  z surowicą an ty  G FA P obser
wowano we wszystkich  hodowlach dobrze zachowane różnopostaciowe 
astrocyty. W strefie  wzrostu  spotykano pola astrocytów jedno- i dw u 
biegunowych z silną fluorescencją (rye. 1, 2), często leżących na  warstw ie

Ry e.  1. H o d o w la  in k u b o w a n a  z surow icą  chorego  nr 1. O dczyn IF  z su row icą  prze
c iw k o  G FA P. W idoczne po le  p ra w id ło w y c h  a stro cy tó w  z s ilną  f lu o rescen cją  leżą 

cy ch  w  stref ie  w zrostu . P o w . 250 X 
Fig. 1. Rat cereb ellu m  cu ltu re  incub ated  w ith  A L S  patien t  serum  no 1 and sta ined  
by ind irec t  im m u n o flu o rescen ce  w ith  a n t i-G F A P  serum . N orm al a s trocytes  in the  

gro w th  zone  w ith  strong fluorescence . X 250

Ry e.  2. H odow la  in k u b o w a n a  z su row icą  chorego  nr 2. O dczyn  IF  z su row icą  prze
c iw k o  G F A P . M łode, często  jed n o -  i d w u b ieg u n o w e  a strocyty  s tre fy  w zrostu  bez  
oznak uszkodzen ia . S ilna  f lu o rescen c ją  oko łojądrow a i w  w y p u stk a ch .  Pow. 250 X 
Fig. 2. Rat cereb e llu m  cu lture  incub ated  w ith  A L S  patien t  seru m  no 2 and sta ined  
by ind irect im m u n o flu o rescen ce  w ith  a n t i-G F A P  serum . Y o u n g  m o n o -  and bipolar  
a stro cy te s  ly in g  in the gro w th  zone w ith o u t  fea tu res  of dam age. Strong  fluorescence  

in p er in uc lear  reg io n  and in  the  cell  processes . X 250
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kom órek o u jem n y m  odczynie. Spotykano również stosunkowo duże k o 
m órki z żółtą nieswoistą fluorescencją (prawdopodobnie neurony  zaw ie
ra jące lipofuscynę) nie w ykazujące cech uszkodzenia, jednak  ich z iden
tyfikowanie w  tych p repara tach  f luorescencyjnych bez zastosowania 
swoistego m ark e ra  nie było możliwe. Często obserwowano pola as trocy- 
tów bardziej dojrzałych, o typow ej gwiaździstej budowie i w y raźn e j  
włóknistej s tru k tu rze  cytoplazmy (ryc. 3). Hodowle kontrolne, w k tó ry ch  
surowicę odpornościową zastępowano PBS, a surowicę przeciwko IgG 
króliczym — fluorescencyjnym  odczynnikiem kon tro lnym  — były  u je m 
ne (ryc. 4).

Uzyskane przez nas w ynik i są zgodne z obserw acjam i Roisena i wsp. 
(1982), k tórzy  nie s twierdzili cytotoksycznego działania surowic chorych  
n a  hodowle móżdżku, chociaż obserwowali taki efekt w yw ie rany  na  ho
dowane kom órki rogów przednich „częściej i w  większym stopn iu” niż 
przez surowice kontrolne. W olfgram  i Myers (1973) obserwowali e fek t

R yc.  3. H odow la  in k u b o w a n a  z su row icą  chorego  nr 1. O dczyn IF z su row icą  anty  
G FA P. S tre fa  w zrostu  z grupą dojrza łych  a stro cy tó w  o w y ra źn ie  w idocznej  w łó -  
k ien k o w ej  strukturze  cytop lazm y, charakterystycznej  dla odczynu na G FA P. W y 
gląd kom órek  nie  odbiega od o b serw o w a n eg o  w  hod ow lach  kontro lnych . P o w . 125 X 
Fig. 3. Rat cereb ellum  cu lture  incub ated  w ith  AL S patient serum  no 1 and sta ined  
by ind irect im m u n o flu o rescen ce  w ith  a n t i -G F A P  serum . Group of a s tro cy te s  in 
the grow th  zone w ith  w e l l  v is ib le  f ibr il lary  structure of cy top lasm  ty p ica l  for  

G F A P  reaction , s im ilar  to  react ion  observed  in the control cultures. X 125

Ryc.  4. H odow la  20-dn iow a. K ontro ln y  odczyn  IF ca łk ow ic ie  u jem ny. P o w . 125 X 
Fig. 4. T w e n ty -d a y -o ld  culture. C ontrol im m u n o flu o rescen ce  test  neg a tiv e .  X 125
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cytotoksyczny surowic w hodow anych kom órkach rogów przednich rdze
nia myszy, chociaż efek tu  tego nie można było z całą pewnością p rzyp i
sać działaniu przeciwciał. Natom iast Horwich i wsp. (1974) oraz Liveson
i wsp. (1975) nie wykazali żadnego swoistego oddziaływania na  hodowle. 
Także Lerich i Couture (1978) nie obserwowali w pływ u takich surowic 
na  hodowane kom órki neuroblastoma. N iektórzy au torzy  stwierdzali  n a 
tomiast w ystępow anie czynników pow odujących demielinizację w hodowli 
(Field, Hughes 1969; W olfgram, M yers 1973; Lisak i wsp. 1975). Różnice 
w ykazane przez wielu autorów, a dotyczące swoistości i oddziaływania 
w y k ry w an y ch  czynników cytotoksycznych (przeciwciał?) są na  obecnym 
etapie badań  t ru d n e  do in terpre tacji .  Roisen i wsp. (1982) skłonni są p rzy 
pisywać te różnice stopniowi dojrzałości kom órek w  hodowli i różnym  
technikom  w y k ry w an ia  cytotoksyczności, a W olfgram  i Myers (1973) poza

Ryc.  5. H o d o w la  20-dn iow a. O dczyn IF z surow icą  chorego  nr 1 i su row icą  prze
c iw k o  lu d zk im  IgG. W idoczne w ią za n ie  IgG badanej su ro w icy  na n iek tó ry ch  e le 
m en ta ch  k o m ó r k o w y ch  ho d o w li  w  postaci bardzo silnej h om ogenn ej  f luorescencji.

P o w . 125 X
Fig. 5. T w e n ty -d a y -o ld  culture. Im m u n o flu o rescen ce  test  w ith  seru m  from  A L S  
pa tien t  no 1 as a f irst  la y er  and w ith  antiserum  aga inst h u m a n  IgG  as a second  
layer . B in d in g  of IgG  as a v e ry  strong  h o m ogeneous f lu o rescen ce  in  som e ce llu lar

e le m en ts  is v is ib le .  X 125

Ryc.  6. H o d o w la  20-dn iow a. O dczyn jak na ryc. 5. F ra g m en t  h o d o w li  z p o jed y n 
czy m i k o m ó rk a m i z silną  ho m o g en n ą  f lu o rescen cją  cytop lazm y. P o w . 125 X 

Fig. 6. T w e n ty -d a y -o ld  culture. Im m u n o flu o rescen ce  test  as in  F ig . 5. F ragm ent  
of cu ltu re  w ith  particu lar  ce l ls  sh o w in g  strong hom o g en eo u s f lu o rescen ce  in  the

cytop lasm . X 125
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w iekiem  hodowli także usy tuow aniu  kom órki w strefie wzrostu lub  
w  eksplantacie.

W drugiej części naszych doświadczeń w ykonyw ano odczyn IF  s to 
sując nierozcieńczoną surowicę chorych jako pierwszą w arstw ę. W e 
wszystkich hodowlach stwierdzono wiązanie się gamma-globulin  na  n ie 
k tó rych  kom órkach (ryc. 5, 6). Wiązanie dotyczyło tylko pewnej liczby 
komórek, co może sugerow ać jego swoisty charak ter .  W ydaje się, że 
gam m aglobuliny  surow icy  wiążą się zarówno na kom órkach glejowych, 
jak  i nerw ow ych, jednak  w yjaśn ien ie  przeciwko jak iem u typowi kom órek  
są skierow ane h ipotetyczne przeciwciała mózgowe w ym aga p rzep ro w a
dzenia dalszych doświadczeń.

W przypadkach  SLA poszukiwano dowodów na  istnienie swoistej r e 
akcji immunologicznej, szczególnie skierow anej przeciwko kom órkom  ro 
gów przednich rdzenia. Uzyskane dane przynoszą w większości odpowiedź 
negatyw ną. D onnenfeld i wsp. (1984) stwierdzili w ystępowanie złogów 
IgG i dopełniacza głównie w astrocytach  i w niek tórych  oligodendrocy- 
tach rogów przednich rdzenia, a W einerowi i wsp. (1980) nie udało się 
wykazać wiązania IgG na  neu ronach  rdzenia pac jen tów  zm arłych na  SLA, 
także wtedy, k iedy ek sp lan ta ty  hodowano w autologicznych surowicach. 
Cashm an i wsp. (1985), stosując m.in. metodę immunofluorescencji,  nie 
wykazali wiązania IgG na neuronach  ruchow ych rdzenia.

Podsum ow ując nasze w stępne  w ynik i i dane z piśm iennic twa można 
stwierdzić, że poszukiw anie czynników immunologicznych w chorobach 
zw yrodnieniowych ma coraz więcej zwolenników. Być może m echanizm y 
autoimmunologiczne są odpowiedzialne za szereg niew yjaśn ionych  dotąd 
w pełni objawów tych chorób, a ich poznanie pozwoliłoby na  zastosowa
nie skuteczniejszego leczenia.

E FFEC T OF SE R A  FROM  A L S  P A T IE N T S  
ON TH E O R G A N O T Y P IC  C U L T U R E  OF CER EBELLUM

S u m m a r y

T he e ffe c t  of sera from  p a tien ts  w ith  am yotrop h ic  la tera l sc lerosis (ALS) on  
the organotypic  cu ltures  of n e w b o rn  rat c ereb e llu m  w a s  studied . We ha v e  found  
no  e v id en ce  of ce l lu la r  dam a g e  a fter  4 -day  incub ation  of cu ltures w ith  20°/» of A L S  
sera, e sp ec ia l ly  in a strocyte  pop u la tion  u s in g  im m u n o flu o rescen ce  tech n ique  w ith  
a n t i-G F A P  serum . It m a y  su g g es t  that the  sera do not conta in  cy to to x ic  factors  
aga inst cereb e llu m  ce lls  in  v i t ro .  On the other hand usin g  direct im m unofluores
cen ce  test  w ith  a n tiseru m  aga inst  h u m an  IgG  w e  observed  b inding of IgG from  
A L S  sera to som e cells  cu ltu red  in v i t ro .  It m a y  be e v id en ce  of presence of specific  
antibod ies  in  A L S  sera, w h ic h  in our e x p er im en ta l  conditions m ay not exert the  
cy to tox ic  e ffec t  on the  cu ltured  cells.
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ВЛИЯНИЕ СЫВОРОТОК БОЛЬНЫХ БОКОВЫМ  
АМИОТРОФИЧЕСКИМ СКЛЕРОЗОМ  

НА ОРГАНОТИПНУЮ  КУЛЬТУРУ МОЗЖЕЧКА

Р е з ю м е

Исследовано влияние сывороток больных боковым амиотрофическим склерозом на 
органотипическую культуру мозжечка новорожденных крыс. После четырехдневной инку
бации с 20% сывороткой больных, культуры не проявляли повреждения; это было особенно 
отчетливо видно в популяции астроцитов, оцененной методом иммунофлюоресценции 
в реакции IF с антисывороткой против кислого белка астроцитарной волокнистости (GFAP).  
Это внушает, что в исследованных сыворотках не выступают цитотоксические к клеткам 
мозжечка факторы. С другой стороны было обнаружено связывание гаммаглобулинов 
с некоторыми клетками культуры при помощи непрямой реакции IF с сывороткой против 
гаммаглобулинам человека. Это, вероятно, свидетельствует о появлению специфических 
антител, которые в экспериментальных условиях могут не оказывать цитотоксического 
эффекта.
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