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JACEK LOSY

UKŁAD NERWOWY I IM M UNOLOGICZNY.
WSPÓLNE STRUKTURY ANTYGENOWE

Katedra i Klinika Neurologii Akademii Medycznej, Poznań

Układ nerwowy i immunologiczny powiązane są siecią wzajemnych od
działywań. Z jednej strony układ nerwowy poprzez hormony i neurotrans- 
mitery wywiera istotny wpływ na czynność komórek układu immunologicz
nego (Basedovsky i wsp. 1983), z drugiej strony sam pozostaje pod wpływem 
układu immunologicznego, co przejawia się stałą penetracją układu ner
wowego przez niewielką ilość aktywowanych T limfocytów (Wekerle i wsp. 
1986), a także zdolnością limfokin wydzielanych przez komórki układu 
immunologicznego, do wywierania wpływu na czynność komórek nerwowych 
(Farrar i wsp. 1987). Natura tych powiązań wydaje się być bardzo złożona.

Przedmiotem dużego zainteresowania oraz intensywnych badań w ostanich 
latach, w kontekście powiązań układu nerwowego i immunologicznego, są 
wspólne struktury antygenowe tych układów.

Jednym z najlepiej poznanych antygenów wspólnych dla układu ner
wowego i immunologicznego jest Thy-1. Thy-1 jest glikoproteiną, oryginalnie 
opisaną w mózgu i grasicy myszy (Reif, Allen 1964). Stwierdzenie jej wy
stępowania także na mysich limfocytach T, w przeciwieństwie do limfocytów B, 
posłużyło do rozróżnienia tych dwóch populacji limfocytów u myszy. U myszy 
Thy-1 występuje w dwóch postaciach allelicznych Thy-1.1 oraz Thy-1.2 
różniących się tylko jednym aminokwasem. Thy-1 występuje u szczura tylko 
w postaci Thy-1.1 i obecny jest zarówno w mózgu (masa cząsteczkowa 17 500) 
oraz na tymocytach (masa cząsteczkowa 18 700). Różnice w wielkości molekuł 
wynikają z różnic w składzie części węglowodanowej tej glikoproteiny (Barclay 
i wsp. 1975). W ośrodkowym układzie nerwowym szczura Thy-1 występuje 
przede wszystkim w skupiskach neuronów, szeroko rozprzestrzeniając się od 
opuszki mózgowej po pień mózgu (Weber i wsp. 1987). Obecność Thy-1 
wykazano także w układzie nerwowym obwodowym (Morris i wsp. 1983).

U człowieka Thy-1 opisano zarówno w mózgu (Dalchau, Fabre 1979) oraz 
w niewielkiej ilości na tymocytach (Arndt i wsp. 1978) i komórkach szpiku we 
wczesnych stadiach rozwoju limfocytów T i В (Ritter i wsp. 1983). Część 
białkowa Thy-1 składa się u człowieka i szczura ze 111 aminokwasów, 
a u myszy ze 112 aminokwasów. Przy, w zasadzie, stałej części białkowej
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146 J. Losy

obserwuje się dużą zmienność części węglowodanowej molekuły w zależności 
od rodzaju badanej tkanki, u tego samego gatunku, jak i w obrębie tej samej 
tkanki w zależności od stadium różnicowania (Carlsson, Stigbrand 1983). 
Sekwencja aminokwasów i dwa dwusiarczkowe mostki nadają molekule 
strukturę zbliżoną dó pojedynczej immunoglobulinowej domeny (Williams, 
Gagnon 1982). Decyduje to o przynależności molekuły do nadrodziny im
munoglobulin obejmującej między innymi tak ważne struktury, jak antygeny 
zgodności tkankowej klasy I i II, antygeny T4 (CD4) i T8 (CD8) na 
limfocytach, N-CAM (neural cell adhesion molecule), receptory T limfocytów. 
Mimo wielu badań funkcja Thy-1 pozostaje niejasna. Biorąc pod .uwagę 
powierzchniowe występowanie molekuły oraz budowę zbliżoną do pojedynczej 
domeny immunoglobuliny, postuluje się jej rolę w interakcjach komórkowych 
np. między komórkami nerwowymi a glejowymi (Williams 1982). Thy-1 
wykazuje wiele podobieństw do N-CAM, które obejmują zarówno przynależ
ność obu molekuł do nadrodziny immunoglobulin, zmienność części węg
lowodanowej w procesach różnicowania, jak i zdolność do własnej polimeryza
cji, właściwość, która jak udowodniono w przypadku N-CAM umożliwia 
łączenie się komórek ze sobą (Crawford, Barton 1986). Rozważania o roli 
Thy-1 w reakcjach immunologicznych przeprowadzono między innymi na 
badaniach wykazujących, iż przeciwciała skierowane przeciwko Thy-1 wpływa
ją na produkcję limfokin i ekspresję receptorów dla interleukiny 2 (Konaka 
wsp. 1981).

Do nadrodziny immunoglobulin należy także inna glikoproteina — MRC 
0X2. W odróżnieniu od Thy-1, MRC 0X 2  posiada 2 domeny, co nadaje jej 
strukturę zbliżoną do łańcucha lekkiego immunoglobuliny. MRC 0X 2 .jest 
obecna na powierzchni neuronów (masa cząsteczkowa 41 ООО), tymocytów 
(masa cząsteczkowa 47 ООО), limfocytów В, a także endothelium i mięśniówki 
gładkiej (Webb, Barclay 1984). Antygenowość i skład aminokwasowy (248 
aminokwasów) form pochodzących z tymocytów i mózgu są identyczne, 
a różnice w masach cząsteczkowych wynikają z różnic w zawartości części 
węglowodanowej molekuły. Z uwagi na jej przynależność do nadrodziny 
immunoglobulin, rozważania co do funkcji, są podobne jak w przypadku 
Thy-1.

Leukosialina jest sialoglikoproteiną występującą głównie na powierzchni 
ludzkich leukocytów (Carlsson, Fukuda 1986). Opisany poprzednio antygen 
W3/13 (Brown i wsp. 1981) na powierzchni tymocytów i T-limfocytów (marker 
T limfocytów u szczura), jest odpowiednikiem leukosialiny u szczura. Leuko
sialina posiada masę cząsteczkową 113 ООО do 150 ООО, przy czym różnice 
w masach cząsteczkowych i tutaj, podobnie jak w przypadku Thy-1 i MRC 
0X2, wynikają z różnic w odniesieniu do części węglowodanowej molekuły. Ta 
natomiast różni się w zależności od linii komórkowej leukocytów oraz stadium 
dojrzałości komórkowej (Carlsson i wsp. 1986; Fukuda i wsp. 1986). Badania 
immunohistochemiczne wskazały na obecność leukosialiny w ośrodkowym 
układzie nerwowym szczura (Losy i wsp. 1988). Immunoreaktywność leuko-
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Układ  nerwowy i im munologiczny 147

sialiny związana jest tutaj z włóknami nerwowymi i zakończeniami aksonów. 
Funkcja leukosialiny wymaga dalszych badań. Jedną z możliwości jest udział 
w interakcjach komórkowych. Wiadomo też, że leukosialina przypomina 
budową glikoforinę - główną, sialoglikoproteinę występującą na ludzkich 
erytrocytach, która może służyć jako receptor dla niektórych wirusów (Paulu- 
son 1985). Czy leukosialina może służyć jako receptor dla wirusów w układzie 
nerwowym, na razie nie wiadomo.

Antygen T4 (CD4) jest kolejną glikoproteiną występującą zarówno w ukła
dzie immunologicznym, jak i nerwowym i tak jak Thy-1 oraz MRC 0X 2 
należy do nadrodziny immunoglobulin, posiadając strukturę składającą się 
z czterech domen (Williams 1987). T4 jest obecny przede wszystkim na 
powierzchni limfocytów pomocniczych, różnicując je od innej subpopula- 
cji-limfocytów cytotoksycznych i supresyjnych, charakteryzujących się powie
rzchniowym markerem T8 (CD8). To rozróżnienie nie jest absolutne, jako że 
niektóre T4 + T limfocyty mają zdolność wywierania wpływu cytotoksycznego 
i supresyjnego (Thomas i wsp. 1981). T 4+ limfocyty rozpoznają antygen tylko 
w połączeniu z antygenami układu zgodności tkankowej klasy II, podczas gdy 
T 8+ limfocyty do rozpoznania antygenu wymagają antygenów zgodności 
tkankowej klasy I (Engleman i wsp. 1981).

Antygen T4 poza istotną rolą w interakcjach komórkowych, służy również 
jako receptor dla wirusa zespołu nabytej niewydolności immunologicznej 
(AIDS), łącząc się z osłonką glikoproteinową wirusa (Dalgleish i wsp. 1984). 
Obecność antygenu T4 wykazano ostatnio także w układzie nerwowym 
(Maddon i wsp. 1986). Ekspresję antygenu stwierdzono zarówno na komór
kach nerwowych, jak i glejowych. W tym kontekście bardziej zrozumiały jest 
fakt zarówno limfotropowego, jak i neurotropowego charakteru HIV (human 
immunodeficiency virus).

Do ciekawych odkryć w ostatnim czasie należy także wykazanie obecności 
determinant glikoproteiny związanej z mieliną (MAG) w układzie immunologi
cznym, a konkretnie na powierzchni limfocytów T i В (Peault i wsp. 1987).

Badania ostatnich lat dostarczyły dalszych przykładów wspólnych struktur 
antygenowych i zależności między układem nerwowym, neurohormonalnym 
i immunologicznym (Muranyi 1985; Weigent, Blalock 1987). Wykazano, że 
komórki układu immunologicznego mogą syntetyzować niektóre hormony 
i neuropeptydy oraz posiadają receptory dla nich (Pert i wsp. 1985). Przy
kładem może być ACTH syntetyzowany przez leukocyty pod wpływem infekcji 
wirusowej, identyczny, jak jego przysadkowego pochodzenia odpowiednik. 
ACTH oraz endorfiny poza leukocytami mogą być syntetyzowane przez 
makrofagi. Peptydy te posiadają zdolność istotnego wpływu na funkcje układu 
immunologicznego. ACTH wpływa hamująco na syntezę przeciwciał przez 
limfocyty B, zmniejsza też produkcję interferonu у przez limfocyty T (Johnson 
i wsp. 1984). Peptydy opiatowe mogą natomiast wpływać modyfikująco na 
czynność limfocytów zwiększając proliferację cytotoksycznych limfocytów T, 
a także nasilając aktywność komórek NK. Hamują także chemotaksje mono-

http://rcin.org.pl



148 J. Losy

cytów i leukocytów. Funkcje te pełnione są poprzez oddziaływanie na 
receptory opiatowe. Ich obecność, poza układem nerwowym, stwierdzono na 
monocytach, limfoblastach i limfocytach (Farrar i wsp. 1987a).

Układ immunologiczny syntetyzuje liczną grupę limfokin, wpływających 
immunomodulująco na czynność komórek tego układu. Przykładem może być 
interleukina 1 syntetyzowana między innymi przez makrofagi i aktywująca 
limfocyty T. Badania Fontany i wsp. (1982) oraz Giuliana i wsp. (1986) 
wykazały, że interleukina 1 może być również syntetyzowana przez astrocyty 
i komórki mikrogleju. Receptory dla interleukiny 1 wykazano zarówno na 
limfocytach T, jak i w układzie nerwowym (Farrar i wsp. 1987b). Funkcje 
interleukiny 1 w odniesieniu do układu nerwowego dotyczą jej wpływu na 
ośrodki termoregulacji (pirogen), jak również indukcji snu wolnofalowego 
i utraty łaknienia. Jak się wydaje, interleukina 1 może uczestniczyć w koor
dynacji czynności układu nerwowego i neurohormonalnego z reakcjami 
zapalnymi i immunologicznymi ustroju. Ostatnio wykazano w mózgu myszy 
obecność receptorów dla interleukiny 3 (Farrar i wsp. 1987a). Interleukina
3 wpływa na wzrost i różnicowanie multipotencjalnych komórek pnia. Obec
ność receptorów dla interleukiny 3 w układzie nerwowym sugeruje jej rolę 
w biologii tego układu.
Poza strukturami antygenowymi stale występującymi w układzie nerwowym, 
są również struktury indukowane tutaj pod wpływem reakcji immunologicz
nych, a wspólne dla omawianych układów. Do takich struktur należą antygeny 
układu zgodności tkankowej (MHC). Antygeny MHC klasy I zbudowane są 
z łańcucha ciężkiego (masa cząsteczkowa ok. 45 000) niekowalencyjnie połączo
nego z łańcuchem lekkim (masa cząsteczkowa ok. 12000) ß 2 mikroglobuliną. 
Łańcuch ciężki posiada 3 domeny i zakotwiczony jest w błonie komórkowej. 
Antygeny MHC klasy II zbudowane są z 2 łańcuchów: łańcucha a (masa 
cząsteczkowa ok. 33000) i łańcucha ß  (masa cząsteczkowa ok. 28 000) 
połączonych niekowalencyjnie i posiadających dwie domeny. O ile antygeny 
MHC klasy I są szeroko reprezentowane w organizmie, o tyle antygeny MHC 
klasy II są obecne na powierzchni makrofagów, limfocytów В i aktywowanych 
limfocytów T. Antygeny MHC klasy I są w zasadzie nieobecne w normalnych 
warunkach na terenie układu nerwowego, lecz mogą być indukowane tutaj np. 
podczas neuroinfekcji wirusowej (Suzumura i wsp. 1986), czy też pod wpływem 
interferonu у podawanego domózgowo (Wong i wsp. 1984). Antygeny MHC 
klasy II (la) mogą być indukowane na astrocytach również pod wpływem 
interferonu y.  Ich obecność wykazano na astrocytach w przewlekłej postaci 
EAE (Lassman i wsp. 1986), jak również na komórkach endothelium i astro
cytach u pacjentów ze stwardnieniem rozsianym (Traugott i wsp. 1985). O roli 
MHC w procesach rozpoznawania antygenu przez limfocyty wspomniano 
wcześniej, indukcja więc ich w układzie nerwowym ma istotne znaczenie 
w patogenezie chorób układu nerwowego związanych z reakcjami zapalnymi
i immunologicznymi.
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NER VO US A N D  IM M U N N E  SYSTEMS: SHARED ANTIGENIC STRUCTURES

S u m m a r y

Shared antigenic structures between the nervous and immune systems are described. Some of 
them like Thy-1 are known from many years, some, like leukosialin were recently found. Possible 
role of these molecules is discussed.
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Focal thickening of myelin is a characteristic feature of hereditary neuro
pathy with liability to pressure palsy (HNPP). The first description of the 
“sausage-like” swelling of the myelin sheath in a light and electron micros
copical study of six nerve biopsies from patients with H N PP was given by 
Behse et al. (1972). Next Madrid and Bradley (1975) coined the term 
“tomaculous neuropathy” for such cases. A different type of swelling of myelin 
was found by Dayan et al. (1968) in the nerves of four patients suffering from 
chronic mixed (sensorymotor) neuropathy which the authors called “globular 
neuropathy”. Some authors have mentioned sporadic incidence of focal 
thickenings of myelin in demyelinating and axonal neuropathy. The specificity 
of these thickenings is a matter of discussion.

It seemed interesting to check the frequency and type of focal myelin 
swelling in nerves taken from patients with various neuromuscular disorders 
and from apparently healthy subjects.

MATERIAL A N D  M ETHODS

The nerves taken from 320 subjects (age 5 — 65) with peripheral nerves 
system involvement and from 8 subjects (age 25 — 70) who died of amyotrophic 
lateral sclerosis were examined (Tab. 1.). The control group consisted of 
5 subjects (age 6 — 42) who died without any symptoms of polyneuropathy' 
(Tab. 2.). In each case a sural nerve taken from above the lateral malleolus was 
studied. In autoptic cases the nerves were removed 4 — 20 hrs after death.

The specimen was divided into 3 portions: for routine histological stainings, 
for thick cross epon sections and electron microscope study, and for teased 
fibers preparation. A part of specimen for routine histology was fixed in Baker’s 
solution and then paraffin sections were stained with hematoxylin and eosin,

* This work was supported by project N O  06.02.11.9.5.
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Table 1. Material 
Tabela 1. Material

Diagnosis
Rozpoznanie

No of cases 
Liczba przypadków

Guillain-Barré syndrome 
Zespół Guillain-Barré

26

Polyneuropathy with features of vasculitis 
Polineuropatia z cechami zapalenia naczyń (vasculitis)

10

Toxic polyneuropathy 
Polineuropatia toksyczna 3

Polyneuropathy in connective tissue diseases 
Choroby tkanki łącznej z zajęciem nerwów obwodowych

10

Polyneuropathy of undetermined cause 
Polineneuropatia o nieustalonej etiologii

116

Amyloid polyneuropathy 
Polineuropatia amyloidowa

2

Giant axonal polyneuropathy 
Polineuropatia z olbrzymimi aksonami

2

Hereditary sensory polyneuropathy 
Dziedziczna neuropatia czuciowa

3

Polyneuropathy of infancy 
Wrodzona neuropatia ruchowo-czuciowa

8

Hereditary motor-sensory neuropathy type I 
Dziedziczna ruchowo-czuciowa neuropatia typ I

49

Hereditary motor-sensory neuropathy type II 
Dziedziczna ruchowo-czuciowa neuropatia typ II

55

Hereditary neuropathy with liability to pressure palsy 
Dziedziczna nadwrażliwość nerwów obwodowych na ucisk

5

CSN disorders with peripheral nerves involvement
Choroby ośrodkowego układu nerwowego z zajęciem neuronu obwod.

25

Myotonic dystrophy 
Dystrofia miotoniczna

4

Spinal muscular atrophy of adults 
Rdzeniowy zanik mięśni dorosłych 2

Amyotrophic lateral sclerosis 
Stwardnienie zanikowe boczne 8

Control cases 
Przypadki kontrole 5

Total
Razem

van Gieson method, toluidine blue, Congo red, methyl violet, Saturn and PAS. 
The second part of the specimen was fixed in 5% glutaraldehyde, postfixed in
1 % osmium tetroxide, dehydrated and embedded in Epon. Thick epon section 
(1 — 1,5/ші) were cut with an LKB ultratome and stained with toluidine blue
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Table 2. Control cases 
Tabela 2. Przypadki kontrolne

Case
Przypadek

Age (yrs) 
Wiek

Sex
Płeć

Diagnosis or cause of death 
Rozpoznanie lub przyczyna zgonu

1. W.Z. 6 M Infantile cerebral palsy 
Porażenie mózgowe dziecięce

2. P.J. 16 M Road accident
Uraz w wypadku ulicznym

3. Ł.E. 24 F Cerebral aneurysm 
Tętniak mózgowy

4. Ł.Z. 29 M Road accident
Uraz w wypadku ulicznym

5. B.R. 42 M Cerebral aneurysm 
Tętniak mózgu

(modified Pal-Kultschitzky method) or thionine and acridine orange. For 
histological measurements sections were photographed under the light micros
cope and magnified up to x 1 000. In some cases (Tab. 5 and 6) the density of 
myelinated fibers (m.f.) per 0,1 mm2 fascicular area was calculated.

Thin epon sections were stained with uranyl acetate and lead citrate and 
examined under a JEM 100 В electron microscope. The third part of the 
specimen was fixed in 5% glutaraldehyde, postfixed in 1% osmium tetroxide, 
washed in buffer and passed through glycerine in increasing concentrations 
(from 5 — 40%). Single fibers (30 — 250) were isolated then without preselection 
from each available fascicle (as a routine we asses 30 fibers consisting of at least
4 internodes). For details on methodology see Jędrzejowska et al. (1972). The 
percentage of demyelinating or remyelinating fibers as well as fibers with 
axonal degeneration was estimated on the base on single fibers, and so was 
number of normal, demyelinating, remyelinating segments and of myelin 
thickenings derived from teased fibers.

The demyelinating process was recognized if among teased fibers there were 
normal, demyelinating and remyelinating fibers. Axonal degeneration of nerve 
was considered if on thick cross epon section loss of myelinated fibers was 
visible and degenerating and regenerating fibers among teased fibers were 
encountered. A mixed lesion of nerve was assumed if loss of fibers, remyelina
ting fibers, groups of thin regenerating fibers on thick cross epon section were 
visible, which corresponded to the presence of demyelinating, remyelinating, 
regenerated and undergoing axonal degeneration fibers among teased fibers.

RESULTS

Basing on teased fibers and thick cross epon sections in 113 cases 
demyelinating lesion, in 105 cases axonal lesion and in 110 cases mixed lesion 
of nerve was recognized (Tab. 3.). Focal thickenings of myelin in 13 cases
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Table 3. Morphological changes in the nerves 
Tabela 3. Typ morfologicznych zmian w nerwie

Morphological changes N o  of cases
Zmiany morfologiczne Liczba przypadków

Demyelination and/or remyelination 
Demielinizacja i/lub remielinizacja

Axonal degeneration 
Zwyrodnienie aksonalne

Mixed changes 
Zmiany mieszane

Table 4. Cases with focal thickenings of myelin in sural nerve 
Tabela 4. Przypadki z odcinkowymi zgrubieniami mieliny we włóknach nerwu łydkowego

Case
Przypadek

Age (yrs) 
Wiek (lata)

Sex
Płeć

Diagnosis
Rozpoznanie

1. Ł.E. 24 F
Cerebral aneurysm (control case) 
Tętniak mózgu (przypadek kontrolny)

2. Sz.M. 39 F
Amyotrophic lateral sclerosis 
Stwardnienie zanikowe boczne

3. S.E. 52 F
Distal spinal muscular atrophy 
Rdzeniowy zanik mięśni, postać odsiebna

4. T.A. 31 M
Polyneuropathy of obscure nature 
Polineuropatia o niejasnej etiologii

5. S.W. 29 М
Toxic polyneuropathy? 
Polineuropatia toksyczna?

6. P.A. 7 F
Hereditary motor-sensory neuropathy type I 
Dziedziczna ruchowo-czuciowa neuropatia typu 1

7. Ż.A. 16 F
Hereditary motor-sensory neuropathy type I 
Dziedziczna ruchowo-czuciowa neuropatia typu I

8. T.W. 23 M
Hereditary motor-sensory neuropathy type I 
Dziedziczna ruchowo-czuciowa neuropatia typu I

9. P.Sz. 20 M
Hereditary neuropathy with liability to pressure palsy? 
Dziedziczna nadwrażliwość nerwów na ucisk?

10. Z.P. 17 M
Hereditary neuropathy with liability to pressure palsy 
Dziedziczna nadwrażliwość nerwów na ucisk

11. P.T. 25 M
Hereditary neuropathy with liability to pressure palsy 
Dziedziczna nadwrażliwość nerwów na ucisk

12. M.A. 32 M
Hereditary neuropathy with liability to pressure palsy 
Dziedziczna nadwrażliwość nerwów na ucisk

13. W.F. 45 M
Hereditary neuropathy with liability to pressure palsy 
Dziedziczna nadwrażliwość nerwów na ucisk
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(including 1 control case) were found (Tab. 4.). Out of these 13 cases in nine 
a demyelinating lesion, in 3 mixed type of lesion, in one case axonal type of 
lesion in the sural nerve were observed (Tab. 5.). The corresponding data for 
the control group are presented in Table 6.

Fig. 1 and Fig. 2. Collection of focal swellings of myelin (arrows) localized at paranodal and 
internodal position. Teased fibers. Bar 50 /xm 

Rye. 1 i rye. 2. Ogniskowe zgrubienia mieliny (strzałki) zlokalizowane około i wewnątrz 
przewężenia. Włókna czesane. Kreska 50 /im

The number of focal thickenings of myelin per 100 internodes in mixed and 
axonal lesions of nerve was less than 1, it was much greater (up to 23) in the 
demyelinating type of lesion (Tab. 5.). Excluding mixed type of lesion of nerve, 
focal thickenings of myelin were present in normal, demyelinated and remyeli- 
nating fibers. In demyelinated and remyelinating fibers focal swellings were 
much more frequent than in normal fibers. Focal thickenings of myelin were 
located in the paranodal (Tab. 8.) and internodal (Tab. 8; Figs. 1, 2) region. 
Swellings-of myelin varied in length and width (Figs 1, 2), however, swellings 
never occupied a whole internode. Some thickenings were well demarkated, 
others tapered down to normal myelin thickness (Figs 3, 4, 1). Myelin sheath 
disintegration was visible sometimes within swellings (Figs 5, 6). In some cases 
(Tab. 7.) bulb-shaped paranodal thickenings involving the axon as well as 
myelin sheath were visible (Figs 7, 8). They differed from physiological swelling 
of the proximal end of internode. On thick cross epon section the number of 
markedly enlarged myelinated fibers varied (Figs 9, 10). Some axons looked
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/

Fig. 3 and Fig. 4. Well demarkated swellings (arrows) and other taper down to normal myelin 
thickness (double arrows) in teased fibers. Bar 50 

Rye. 3 i rye. 4. Dobrze odgraniczone zgrubienia (strzałki) i zgrubienia zwężające się do właściwej 
dla międzywęźla grubości micliny (podwójne strzałki). Włókna czesane. Kreska 50 //m

constricted and had a very thick myelin sheath (Fig. 10). Myelin sheaths with 
veery many redundant loops were visible (Fig. 11).

Preliminary study of thickened fibers under the electron microscope was 
done in cases nr 6, 7, 9, 10, 11, 12, 13. Many of the myelin sheaths showed 
grossly redundant loops varying from simple outpouching (Fig. 12) to various 
degrees of complex foldings (Figs 13, 14, 15). In the group of demyelinating 
type of lesion in the nerve cases nr 6 and 7 exhibited distinct morphological 
similarity and differed morphologically from cases nr 9, 10, 11, 12 and 13. In 
the former cases the loss of myelinated fibers was much pronounced. On the 
thick cross epon sections numerous onion-bulbs structures and remyelinating 
fibers with different arrangement of redundant myelin loops were visible, 
thickened fibers were not numerous (Fig. 16). Single, isolated fibers were very 
thin and pale exhibiting extensive segmental demyelination (Fig. 17) which 
made impossible to count the internodes. In these cases under the electron 
microscope various abnormalities of arrangement of myelin loops were visible 
(Figs 12, 13, 14, 15, 18). In the remaining cases ( i.e. nos 9, 10, 11, 12, 13) a loss 
of myelinated fibers was rather small, onion-bulb formations rare. Teased fibers
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Table 5. Morphological data in cases with focal thickenings of myelin in nerve fibers 
Tabela 5. Dane morfologiczne w przypadkach ze zgrubieniem mieliny we włóknach nerwowych

Case Density of N o of Fibers with Fibers with axo Morphol. changes in Fibers with No of thickenings per 100
mf/0.1 mm2 isolât, fi

bers
demiel. 

and./or re- 
miel.

nal degener. 
and/or regener.

nerve thickening of 
myelin

internodes

Przypadek Gęstość włó Liczba Włókna z od Włókna ze zwy Typ morfol. uszko Włókna ze Liczba zgrubień przypada
kien mielin. izol. włó cinkową de rodnieniem akso- dzenia nerwu zg ru b ien iem jąca na 100 międzywęźli
w 0.1mm2 kien miel. i/lub re- 

mielin
%

nalnym i/lub re
generujące

%

mieliny
%

1. Ł.E. 848 100 2.0 (2)* 2.0 (2) mixed mieszany 2.0 (2) • 0.4
2. Sz.H. 711 250 4.0 (10) 2.0 (5) mixed mieszany 0.8 (2) 0.1
3. S.E. 764 100 13.0 (13) 1.0 (1) mixed mieszany 1.0 (1) 0.2
4. T.A. 808 44 13.5 (6) 0.0 (0) demyel. demiel. 9.1 (4) 1.2
5. S.W. 400 36 2.8 (1) 47.2 (17) axonal aksonalny 2.8 (1) 0.7
6. P.A. 500 35 100.0 (35) 0.0 (0) demyel. demiel. 100.0 (35) ? ** thickening of myelin 

numerous 
** zgrubienia mieliny 

bardzo liczne
7. Ż.A. 350 64 93.8 (60) 0.0 (0) demyel. demiel. 50.0 (32) ? ** as above 

** jak wyżej
8. T.W. 700 100 20.0 (20) 2.2 (2) demyel. demiel. 10.0 (10) 5.6
9. P.Sz. 790 100 12.0 (12) 2.0 (2) demyel. demiel. 10.0 (10) 4.4

10. Z.P. 675 60 50.0 (30) 0.0 (0) demyel. demiel. 66.5 (40) 33.4
11. P.T. 660 100 32.0 (32) 2.0 (2) demyel. demiel. 45.0 (45) 15.0
12. M.A. 650 100 40.0 (40) 3.0 (3) demyel. demiel. 50.0 (50) 30.0
13. W.F. 632 100 86.0 (86) 2.0 (2) demyel. demiel. 66.6 (66) 31.0

* absolute number of fibers with morphological changes obtained from teased fibers 
bezwzględna liczba włókien ze zmianami morfologicznymi obliczona z włókien czesanych

** extensive demyelination unabling to count internodes С*
rozległa demielinizacja uniemożliwiająca policzenie międzywęźli ^

M
yelin 

in 
peripheral 

nerves
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Case

1. W.Z.
2. P.J.
3. Ł.E.
4. Ł.Z.
5. B R.

Table 6. Control cases: density of myelinated fibers, morphological changes in teased fibers 
Tabele 6. Przypadki kontrolne: gęstość włókien mielinowych, zmiany morfologiczne we włóknach czesanych

Age (yrs)

Przypadek Wiek (lata)

6
17
24
29
42

Sex Density of mf/0.1 mm2 N o  of isolated fibers

Płeć Gęstość włókien mielin. 
w 0,1 mm2

M
M
F
M
M

1285
694
848
686
844

Liczba izolowanych 
włókien

150
150
100
150
200

% of fibers with demye
lin. and/or remyel.

% włókien z odcinkową 
demiel. i/lub remiel.

0.0
3.3
2.2
5.0
2.0

% of fibers with axonal de
generation and/or regenera

ting
% włókien ze zwyrod. ak- 
sonalnym i/lub regenerują

cych

0.0
1.4
2.0
2.1

3.0

D
rac
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Table 7. Data on internodes, number and localization of thickenings of myelin 
Tabela 7. Dane dotyczące międzywęźli, liczby i lokalizacji zgrubień mieliny

Case
Przypadek

Morphological 
changes in nerve 
Rodzaj morfolog, 

uszkodzenia nerwu

No of isolated fibers 
Liczba izolowanych 

włókien

No of internodes 
Liczba międzywęźli

N o of thickenings 
in the fibers 

Liczba zgrubień we 
włóknach

Localization 
of thickenings 

Lokalizacja 
zgrubień

Demyelin.
and/or

Normal remyelin. 
Prawidłowy Demielin.

i/lub
remielin.

Normal
Prawidłowy

Demyelin.
and/or

remyelin.
Demielin.

i/lub
remielin.

Paranodal Intranodal 
Przy W między- 

przewężeniu węźlu

1. Ł.E. mixed — mieszane 100 483 3 _ 2 — 2
2. Sz.H. mixed — mieszane 250 990 10 - 3 2* 1
3. S.E. mixed — mieszane 100 430 30 - 1 - 1
4. T.A. demyel. — demiel. 44 253 25 2* 1 3* 1
5. S.W. axonal — aksonalny 36 278 2 2* - 2* -
6. P.A. demyel. — demiel. 35 - ? _ * * 485 485
7. Ż.A. demyel. — demiel. 64 275 95 +  ? 358 358
8. T.W. demyel. — demiel. 100 550 50 - 30 25 5
9. P.Sz. demyel. — demiel. 100 415 35 5 15 11 9

10. Z.P. demyel. — demiel. 60 280 80 40 80 70 50
11. P.T. demyel. — demiel. 100 560 120 35 65 43 +  2 * 55
12. M.A. demyel. — demiel. 100 370 130 52 98 78 72
13. W.F. demyel. — demiel. 100 420 160 70 110 88 92

* - thickening of myelin and axon 
zgrubienie mieliny i aksonu

** - normal fibers not found
nie znaleziono prawidłowych włókien
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6

Fig. 5 and Fig. 6. Myelin sheath disintegration (arrows) in teased fibers. Bar 50 /лп 
Rye. 5 i rye. 6. Rozpad osłonki mielinowej w obrębie zgrubień (strzałki) we włóknach czesanych.

Kreska 50 //m

Fig. 7 and Fig. 8. Bulb-shaped paranodal thickenings (arrows) involving axon and myelin sheath.
Teased fibers. Bar 50 цт 

Rye. 7 i rye. 8. Kolbowate zgrubienia okołoprzewężeniowe (strzałki) obejmujące akson i osłonkę 
mielinową. Włókna czesane. Kreska 50 цт
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Fig. 9 and Fig. 10. Enlarged myelinated fibers with thick myelin sheath and constricted axon  

(arrows). Thick cross epon sections. Bar 50 /mi 
Rye. 9 i rye. 10. Włókna ze znacznie pogrubiałą osłonką mielinową i uciśniętym aksonem (strzałki). 

Poprzeczny przekrój eponowy. Kreska 50 /<m

revealed a moderate degree of segmental demyelination. Focal swellings of 
myelin were longer and thicker than in the former group (Figs 1, 2, 3). Under 
the electron microscope banded appearance of myelin sheaths prevailed among 
the abnormalities of myelin sheaths (Fig. 19).

2 -  Neuropatologia Polska 2/89
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Fia. 11. M y e l i n  sheath with many redundant loops of myelin (arrow). Thick cross epon section. Bar
50 цт

Rye. И.  СЫопка mielinowa z nadmierną liczbą pętli mieliny (strzałka). Poprzeczny przekrój
eponowy. Kreska 50

Fig. 12. Electron micrograph of fiber with outpouching of myelin loops (arrow), x 18 000 
R vc. 12. Włókno z „wybrzuszeniem” pętli mieliny (strzałka). Elektronogram. Pow. 18 000 x
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Figs 13, 14 and 15. Electron micrographs of fibers exhibiting 
complex foldings of myelin loops, x 12000. 18 000 and 12000 

Rye. 13, 14 i 15. Elektronogramy włókien ze złożonymi zagięciami 
pętli mieliny. Pow. 12000, 18000 i 12000 x

M
yelin 

in 
peripheral 

nerves
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Fig. 16. Onion-bulb structures (arrow) and fibers with different arrangement of redundant myelin 
loops (double arrows). Thick cross epon section. Bar 100 /<m 

Rye. 16. Struktury cebulopodobne (strzałka) i włókna z różnym układem dodatkowych pętli 
mieliny (podwójne strzałki). Poprzeczny przekrój eponowy. Kreska 100 цт

Fig. 17. Teased fiber exhibiting extensive segmental demyelination. Bar 50 ^m 
Rye. 17. Włókno czesane z rozległą odcinkową demielinizacją. Kreska 50 //m
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Myelin in peripheral nerves 165

Fiçj. 18. Electron micrograph of fiber with abnormality of arrangement of myelin loops, x 18 000 
Rye. 18. Elektronogram włókna z nieprawidłowym układem pętli mieliny. Pow. 18 000 x

Fig. 19. Electron micrograph of fiber with banded appearance of myelin sheath, x 4 800 
Rye. 19. Elektronogram włókna z pasmowatym układem warstw mieliny. Pow. 4 800 x
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DISCUSSION

In the presented material focal thickenings of myelin in the sural nerve were 
not very frequent (13 out of 333 examined cases, i.e. about 4% of nerves). They 
were most frequent in demyelinating lesions (about 8% of nerves with this type 
of damage) and in mixed type lesion of nerves (about 3%). Independently of the 
type of the nerve lesion focal thickenings of myelin were present in remyelina- 
ting or demyelinating and very rarely in normal fibers. In mixed type of the 
nerve they involved about 2% of fibers and the number of thickenings per 100 
internodes was less than 1. In the demyelinating type of lesion the percentage of 
fibers with focal thickenings of myelin varied from 9 to 100 and the number of 
thickenings per 100 internodes exceeded 30.

In all types -of lesion of the nerves bulb-shape swellings at the end of 
internode were visible (Lubińska, Łukaszewska 1956). They were localized at 
the vicinity or within intercalated internodes which are the result of remyelina- 
tion (Lubińska 1958). This might suggest accumulation of different organellae 
at the sites closely connected with remodelling of neew Ranvier nodes. The 
nodal processes of Schwann cells may provide a pathway for metabolic 
exchanges between the mitochondrion-rich paranodal Schwann cell cytoplasm 
and the nodal axon, which is relatively poorly supplied with mitochondria 
(London, Williams 1963; Williams, London 1964). The Schwann cell might thus 
provide the energy supplies for the axolemmal ionic pump.

Segmental remyelination in normal fiber is in some approximation relevant 
to remyelination of nerve fiber during development. Physiologic characteristic 
of adult fiber is among others the ability to transmit impulses at high 
frequencies which coincides with accumulation of paranodal Schwann cell 
mitochondria.

There were no differences in localization of thickenings of myelin with 
regard to the type of lesion in the nerve. Analysis of material points to the 
unspecificity of thickenings as they were found occasionally in subjects 
deceased from cerebral aneurysm (case 1) amyotrophic lateral sclerosis (case 2) 
and in subject suffering from distal spinal atrophy of adults (case 3) and acute 
axonal probably toxic neuropathy (case 5). It seems that thickenings of myelin 
should be rather connected with the type of pathological process in the fiber 
(demyelination/ remyelination).

It is evident from the studies (Webster, Spiro 1960) that the myelin sheath is 
not a regular tube surrounding the axon. Normal myelin outpouchings and 
foldings of myelin are found and these irregularities are the earliest changes in 
diphtheric neuropathy (Webster et al. 1961). Thickenings of myelin in the 
presented material differed from physiological irregularities of myelin in width 
and length (Webster 1971, 1975). As they were mainly found in acquired and 
inherited demyelinating disorders it might suggest a relation with failure of 
myelination. Aberrant myeiination was observed experimentally (Dyck 1969; 
King et al. 1975) as well as in biopsy material taken from cases with peripheral 
nerve disorders (personal observation).
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In this material there are two groups of disorders exhibiting especially 
a striking abnormality of myelin. To the first group corresponding to 
hereditary motor sensory neuropathy (HMSN) type I (Harding, Thomas 1980) 
belong cases nos 6, 7, 8. On the other hand cases nos 9, 10, 11, 12, 13 fulfil 
criteria of hereditary neuropathy with liability to pressure palsy (HNPP) 
(Behse et al. 1972; Madrid, Bradley 1975; Meier, Fall 1982). Morphological 
changes in cases of HMSN were similar to those described by Dayan et al. 
(1968) in globular neuropathy. Numerous redundant loops of myelin were seen 
under the electron microscope in these cases (nos 7, 8). Formation of redundant 
loops myelin is a relatively common phenomenon during myelinogenesis in 
a man and in animals (Meier, Bischoff 1975; Webster 1971, 1975). Remodelling 
of myelin sheath takes place with matuation of nerve fiber and myelin sheath 
becomes adjusted to the axonal size. Thickenings of myelin in H N PP differed 
from those in HM SN in size and their presence not only within demyelinated 
or remyelinating, but also within normal internodes. Morphologically HM SN 
type I and H N PP  are demyelinating disorders due to failure of the Schwann 
cell or/and of the axon. Thus, focal thickenings of myelin might be a result of 
an abnormal relation between axon and Schwann cell: sending of false signals 
by axon with involvement of feedback mechanism for adjustment of the myelin 
sheath to axonal size? Eventually disorder in the Schwann cell might have been 
expressed by formation of an excess of myelin of little value which wraps 
around the axon and partly undergoes breakdown which is observed under the 
electron microscope especially in cases of HMSN. Observation of similarities 
and differences of formation of focal thickenings of myelin in various disorders 
need examination of serial sections under the electron microscope.

CO NC LUSIO N S

1. Focal thickenings of myelin are relatively rare in nerve fibers.
2. Focal thickenings are present mainly in demyelinating disorders of 

nerves but also in mixed and axonal type processes.
3. Focal thickenings are not specific, but are most frequently observed in 

H N PP and in some cases of HMSN type I.
4. The presence of thickenings of myelin first of all within demyelinated and 

remyelinating fibers might point to an abnormality of myelination due to 
inherited or acquired failure of the Schwann cell as well as of the Schwann cell 
and/or axon.

SWOISTOŚĆ O GNISKOW YCH ZG RUBIEŃ MIELINY W NERWACH OBW ODOW YCH

S t r e s z c z e n ie

Ocenie poddano 333 wycinki nerwów, pobranych od osób z chorobami nerwowo-mięś- 
niowymi i od osób bez klinicznego uszkodzenia neuronu obwodowego. Na podstawie analizy 
włókien czesanych i poprzecznych skrawków eponowych w 113 przypadkach rozpoznano
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uszkodzenie demielinizacyjne nerwu, w 105 przypadkach uszkodzenie aksonalne nerwu i w 110 
przypadkach uszkodzenie mieszane nerwu. Odcinkowe zgrubienie mieliny stwierdzono w 13 
przypadkach (ok. 4% badanych nerwów), w tym przede wszystkim w uszkodzeniu demielinizacyj- 
nym nerwu (9 przypadków na 13). Niezależnie od typu podstawowego uszkodzenia nerwu 
zgrubienia występowały zwykle we włóknach remielinizujących lub zdemielinizowanych (wokół 
i w obrębie przewężenia). W badaniu mikroskopowo-elektronowym zgrubienia składały się 
z nadmiernej liczby pętli mieliny ułożonych nieprawidłowo. Zgrubienia mieliny były nieswoiste, ale 
szczególnie często obserwowano je w dziedzicznej nadwrażliwości na ucisk i w dziedzicznej 
ruchowo-czuciowej neuropatii typu I. Występowanie zgrubień mieliny, głównie we włóknach 
zdemielinizowanych i remielinizujących, wskazywało by na zaburzenie procesu mielinizacji 
w wyniku nabytego lub genetycznie uwarunkowanego uszkodzenia komórki Schwanna oraz 
komórki Schwanna i/lub aksonu.
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Biochemical investigations have revealed that acute hypoxia is followed by 
several alterations in the composition and metabolism of proteo-lipid memb
ranes of myelin sheaths, which may occur even in the absence of micros
copically visible lesions in the white matter. In some circumstances known 
from case descriptions in human pathology and in experimental models, as 
cyanide or carbon monoxide intoxication, hypoxia may lead to marked 
alterations of myelin sheaths, in the form of marked disseminated or diffuse 
demyelination (Raine 1984; Traugott, Raine 1984). In our previous studies 
concerning myelin in acute hypoxia (Wender et al. 1987) we have found some 
deviations in the composition of its lipids. Most pronounced were increased 
cholesterol esterification, the increase of lysophosphatidylcholine and some 
other phospholipid fractions.

The pathomechanism of myelin lesions in hypoxia is not fully understood. 
That is why, studying the sequence of events leading to myelin sheath 
alterations in hypoxia we have evaluated the composition of myelin proteins. 
Changes in the latter have been noticed in several studies concerning 
experimental lesions of the myelin (Wender et al. 1978; 1983a, 1983b; Norton, 
Camer 1984).

MATERIAL A N D  M ETHODS

Experiments were performed on white rats of Wistar strain, each weighing 
200 — 250 g. Acute hypoxia was induced by placing the animals for 3 min in an 
airtight glass chamber with gas mixture containing 2% 0 2 in 97. 9% N 2 and 
0.1% C 0 2, passing through the chamber at 2.8 1. per min flow rate. The 
animals in groups of 10 each were sacrificed after 4 min, 4 h, 24 h, 14 days or

*The studies were supported by a grant from the Polish Academy of Sciences Research 
Programm N o 06-02. II. 1. 3
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2 months after hypoxia, by decapitation in light halotan anesthesia. The heads 
were immediately placed in liquid nitrogen.

Biochemical methods. Homogenization of the nervous tissue was perfor
med at the temperature 0 —4°C in a glass homogenizer (clearance 0.18 mm). 
The myelin fraction was obtained by fractionation in a discontinuous sucrose 
density gradient (0.32 and 0.85 M at pH 7.0) by the method of Norton and 
Paduslo (1973). The myelin fraction was washed three times with distilled 
water, each time followed by centrifugation at 75 000 g for 20 minutes. Myelin 
was lyophilized and stored at — 20°C.

Polyacrylamide gel electrophoresis was performed according to Agrawal 
(1974). The myelin proteins were extracted by means of 0.4% sodium 
dodecylsulfate (SDS) in 0.01 M tris-HCl buffer, pH 7.0 (2 ml/mg of myelin 
proteins). The protein extract was separated from the insoluble residue by 
means of centrifugation at 100000 g, and then subjected to electrophoretic 
separation on 12% polyacrylamide gel prepared immediately before use 
according to Waehneldt and Mandel (1972).

0.1 ml of the protein solution, containing 30 — 35 f i g of protein was layered 
on top of the gel. Electrophoresis was starting at a current of 0.1 mA per gel. As 
soon as the marker dye penetrated the gel, the current was increased stepwise 
to 2 mA per gel. The electrophoretic separation was stopped as soon as the 
marker dye reached the bottom of the gel. The separated proteins were then 
stained for 18 to 24 h by means of Coomassie Brilliant Blue B-250 followed by 
a thorough rinsing of the gel in 50% methanol, alternatively with 10% acetic 
acid, as described by Agraval et al. (1972) (See Fig. 1).

The obtained gels were stored in 7% acetic acid until they were scanned by 
means of densitometry at 610 nm, using a Kipp-Zonen, Holland microden
sitometer with integrating device, and the results were expressed as percentage 
of total proteins.

Myelin proteins separated on polyacrylamide gels were identified using 
standard proteins of known molecular mass (Fig. 2). The protein were 
identified as follows: molecular mass 5.5T04 daltons as Wolfgram protein, 
molecular mass 2.3-104 daltons as proteolipid Folch-Lees, molecular mass 
2.1 TO4 daltons as Agrawal protein, molecular mass 1.7-104 daltons as large 
component of basic protein and molecular mass 1.38T04 daltons as small 
component of basic protein.

RESULTS

The clinical observations and morphological pattern of the brain after acute 
hypoxia in experimental animals were identical to those reported in cur 
previous publications (Wender et al. 1987). A well defined myelinopathy was 
never found..

The results obtained in electrophoretic studies of myelin proteins in rats 
after acute hypoxia are presented in Table 1. Most pronounced changes

http://rcin.org.pl



Myelin proteins in acute hypoxia 171

Table 1. Results of proteins estimation in the rat myelin after acute hypoxia (in % of total myelin proteins) 
Tabela 1. Wyniki oznaczeń białek w mielinie u szczurów poddanych ostremu niedotlenieniu (w

% całkowitych białek mieiny)

Control 4 hrs 24 hrs 2 weeks 2 months
Kontrola 4 godz. 24 godz. 2 tygodnie 2 miesiące

Wolfgram Protein 
Białko Wolfgrama

(WP) 30.1 ± 1 .6 26.7 ±0.7** 28.2 ±  1.2** 25.3 ±1.5** 25.8 ±0.8**

Folch-Lees Proteolipid 
Proteolipid Folch-Lees

(PLP) 40.7 ±2.1 45.5 ±  1.7** 35.8 ±0.9** 35 .4±  1.7** 4 6 .5 ±  1.3**

Agrawal Protein 
Białko Agrawala

(AP) 12.0±0.1 8.3±0.7** 13.4 ±0 .6 12.3 ± 2 .0 8.5±0.5**

Large Basic Protein 
Cięższe białko zasadowe

(LBP) 5.8 ± 0 .7 6.8 ± 1 .0  10.5 ±1.0** 9.6 ±  1.4** 8.2 ±1.0**

Small Basic Protein 
Lżejsze białko zasadowe

(SBP) 11.4 ±  0.5 12.7 ±  1.9 12.1 ±0.7* 17.4 ±  1.4** 11.0 ±  1.3

SBP/LBP ratio 
Stosunek SBP/LBP 2.0 ±0 .3 1.9 ±  0.3** 1.2 ±  0.2* 1.8 ±  0.3 1.4 ±0 .3

Results are presented in % as means from 10 estimations ±  SF.M 
Wyniki przedstawiono w % jako średnie z 10 oznaczeń ±  średni błąd średniej

* Statistically significant differences in comparison with normal values at the level p ^  0.05 (Students “t” 
test)
Statystycznie istotne różnice w stosunku do wartości normalnych przy poziomie p ^  0.05 (test „t” 
Studenta)

** Statistically significant differences in comparison with normal values at the level p ^  0.01 (Students “t” 
test)
Statystycznie istotne różnice w stosunku do wartości normalnych przy poziomie p ^  0.01 (test „t” 
Studenta)

PLP
Wolf gram protein l  WP )
Białko Wolf gra ma t В W )
Folch-Lees proteolipid ( PLP)
Prołeolipid Folch-Lees ( PLP)
Agrawal protein ( A P I
Białko Agrawala I BA )
Large basic protein ( LBP)
Ciężkie białko zasadowe ( CBZ )
Small basie protein ( SBP)
Lzejsze białko zasadowe ( LBP)

WP

Fiy. 1. Densitogram of myelin proteins of normal rat 
Rye. 1. Denzytogram białek mieliny normalnego szczura
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standard proteins 
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myelin proteins of controI rats 
białka mieliny próby kontrolnej
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Fig. 2. Estimation of molecular mass of myelin proteins of normal rat. L og10 of molecular mass of 
protein standard presented as Rf function. Every point represents the mean of 10 estimations from 
myelin or control rats: 1. phosphorylase, 2. bovine serum albumin, 3. ovalbumin, 4. carbonic 
anhydrase, 5. inhibitor of topsoil tripsine, 6. a-lactalbumin. WP — Wolfgram protein, PLP — 
Folch-Lees proteolipid, AP — Agrawal protein, LBP — large basic protein, SBP — small basic

protein
Rye. 2. Oznaczenie masy molekularnej białek osłonki mielinowej normalnego szczura. L og10 masy 
molekularnej standardów białkowych wykreślono jako funkcję Rf. Każdy punkt przedstawia 
średnią z 10 oznaczeń mieliny szczurów kontrolnych: 1. fosforylaza, 2. albumina surowicy wołu, 3. 
owoalbumina. 4. anhydraza węglanowa, 5. inhibitor trypsyny sojowej, 6. a-laktalbumina. WP — 
białko Wolfgrama, PLP — proteolipid Folch-Lees, AP — białko Agrawala, LBP — cięższe białko 

zasadowe, SBP — lżejsze białko zasadowe

concern the high molecular weight Wolfgram protein, showing a decrease as 
early as 4 hours after acute hypoxia, reaching peak values in the late 
experimental periods (2 weeks and 2 months after experimental hypoxia). The 
main myelin protein — Folch-Lees proteilipid — decreased in a later period of 
the experiment — 24 hours and 2 weeks after hypoxia, whereas in the other 
experimental groups (4 hours and 2 months) the Folch-Lees proteolipid was 
even slightly elevated. An opposite situation could be observed concerning 
Agrawal protein, which was decreased only in the groups studied 4 hours and
2 months after hypoxia. Changes in both fractions of basic protein (LBP and 
SBP) were minor and concerned only some later experimental periods, in 
which a relative increase of the large component of basic protein as well as of 
the small one was noted.

DISCUSSION

Acute hypoxia leads to several biochemical alterations in the cerebral white 
matter including its main structural components myelin sheaths and oligoden- 
droglia cells. Most pronounced changes involve the incerase in the free fatty 
acid pool with their pattern deviating markedly from the characteristic for 
normal white matter (Strosznajder et al. 1972; Guisto, Bazan 1984; Wender et 
al. 1988). The most visible change is the pronounced rise of arachidonic acid
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content (20:4). Arachidonic acid produced in excess may be used for over
production of prostaglandins involved in the pathomechanism of brain lesions 
after hypoxia. Phosphatidylethanolamine and phosphatidylinositol represent 
the main source of fatty acids release, by the mechanism yielding diglycerides 
and lysophospholipids further transformed into fatty acids (De Medio et al.
1980).

Cytophotometric analysis of the relative DNA content in all nuclei of 
oligodendroglia demonstrated an increased extinction of DNA in the early 
period and a decreased one in the late phase after acute hypoxia (Wender et al. 
1988). The changes are interpreted as reflecting alterations in DNA con
figuration associated with some shift between the metabolically more active 
loose and less active heterochromatin fractions.

Of two basic chemical components of the myelin membranes, lipids exhibit 
only minor changes concerning increased esterification of cholesterol and rise 
in the content of lysophosphatidylcholine and some other phospholipid 
fractions (Wender et al. 1987). The heretofore presented studies of myelin 
proteins in the experimental model of acute hypoxia have shown that most 
sensitive is the high molecular weight fraction: Wolfgram protein, whereas 
Folch-Lees proteolipid and Agrawal protein showed only a transitory decrease. 
The elevation of the percentage of both fractions of the basic protein (LBP and 
SBP) seems to be of minor importance. These changes should be considered as 
reflecting only the relative shift in the protein pattern, and not a real increase in 
the content of basic proteins in the myelin membranes.

An important element found in biochemical studies of the brain in hypoxia 
is the long lasting effect of this noxious agent on the chemistry of nervous 
tissue. In our previous studies we have noticed a very high level of free fatty 
acids in the white matter 14 days after hypoxia, and even 2 months after it 
(Wender et al. 1988). The increase was associated with a high degree of 
cholesterol esterification (Wender et al. 1987). In the present studies we have 
also noted an abnormal pattern of myelin proteins as late as 2 months after the 
action of hypoxia, and even the appearance of some new alterations in that 
period. Full explanation of these observations is not easy, and we may only say, 
that the degradation processes of biological membranes in the brain, which 
start immediately after the action of hypoxia, continue for months. This may be 
one of the important factors explaining the late progress of clinical and 
pathological symptoms observed in some cases of ischemic stroke.

It is assumed, though not entirely documented, that the basic myelin 
proteins are primarily responsible for the development of demyelination 
(Norton et al. 1978). However, the question whether the basic myelin protein 
functions as a general target component in all demyelinating processes or 
whether its role is limited only to those evoked by the neuroallergic reaction 
remains still an open question. It was established that transplacental in
toxication with ethylnitrosourea leads to development of animals defective with 
respect to the protein composition of the central myelin (Wender et al. 1978). In
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triethyltin (TET) intoxication the Agrawal protein of the myelin sheath 
happened to be most markedly affected, showing a considerably reduced 
percentage (Wender et al. 1983a). The myelin protein spectrum in Wallerian 
degeneration of the optic nerve remained essentially unchanged for 32 days 
after enucleation, to show a decrease of the relative content of basic myelin 
proteins accompanied by an increased percentage of the Wolfgram protein 
during the forthcoming development of Wallerian degeneration (Wender et al. 
1983b).

A completely different pattern of changes in myelin protein was found as 
a sequel of acute hypoxia with most marked deviations in Wolfgram protein 
and in Folch-Lees proteolipid.

The lack of changes of the basic protein, considered as an early event, 
weakening the molecular structure of the myelin membrane, might be at least 
one of the factors explaining why hypoxia only rarely leads to demyelination. 
The other conclusion from our studies is that various noxious agents acting on 
the brain, produce specific to some degree, and not unique changes in the 
myelin proteins.

WPŁYW OSTREGO DO ŚW IADCZALNEGO NIEDOTLENIENIA  
NA BIAŁKO MIELINY

S t r e s z c z e n ie

Przebadano obraz elektroforetyczny białek mieliny izolowanej z mózgów szczurów zabitych 
w 4 i 24 godziny, 14 dni oraz 2 miesiące po ostrym krótkotrwałym (3 min) niedotlenieniu.

Stwierdzono, że ostre niedotlenienie prowadzi do wyraźnego spadku zawartości białka 
Wolfgrama, podczas gdy główne białko mieliny — proteolipid Folch-Lees — wykazał spadek 
dopiero w późnym okresie doświadczenia (24 godziny i 2 tygodnie po niedotlenieniu).

Brak zmian białek zasadowych, traktowanych jako wczesne zjawisko osłabiające strukturę 
molekularną błon mieliny, może być uważane za jeden z czynników wyjaśniających, dlaczego 
niedotlenienie tylko rzadko prowadzi do demielinizacji. Z przeprowadzonych badań wynika także, 
że różne czynniki szkodliwe działające na mózg, wywołują do pewnego stopnia swoiste zmiany 
białek mieliny.
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K O M U N I K A T Y

W okresie od 12 do 14 grudnia 1989 r. odbędą się w Magdeburgu XI Dni Towarzystwa 
Neuropatologów NRD.

Głównymi tematami będą:
— zapalenie O U N ,
— neurotransplantacje i regeneracja układu nerwowego,
— tematy wolne.

Adres Komitetu Organizacyjnego:
11. Jahrestagung der Gesellachaft für Neuropathologie der DDR, Institut für Pathologische 
Anatomie der Medizinischen Akademie, Abteilung für Neuropathologie. Leipziger Strasse 44, 
Magdeburg G DR — 3090.

*

W okresie od 17 do 20 kwietnia 1990 r. odbędzie się w Jenie VII Kollokwium Miologiczne. 
Głównym tematem będą miopatie metaboliczne (w aspekcie fizjologicznym, biochemicznym 

i morfologicznym).
Adres Komitetu Organizacyjnego:

Dr sc. med. A. Schmidt, Institut für Pathologie der Zentralklinik für Herz— und Lun- 
gen-krankheiten, Robert-Koch-Alle 9, Bad Berka, DD R 5303

Jerzy Dymecki
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TOPOGRAFIA I STRUKTURA WTÓRNYCH USZKODZEŃ M ÓZG U 
W PRZEBIEGU OBRZĘKU TOWARZYSZĄCEGO NADNAM IOTO-

WYM OGNISKOM  
ROZMIĘKANIA M ÓZGU*

Zakład Neuropatologii Instytutu Psychiatrii i Neurologii, Warszawa

Objętość czaszki jest wielkością stałą, na którą składa się suma objętości 
mózgu, płynu mózgowo-rdzeniowego i krwi w śródczaszkowym łożysku 
naczyniowym. Wzrost objętości jednej z tych składowych odbywa się kosztem 
innych. Przy wzroście objętości mózgu w przebiegu zawału i obrzęku pierw
szymi buforami występujących wówczas przemieszczeń są płyn mózgo
wo-rdzeniowy i krew, następnie dochodzi do przemieszczeń tkanki mózgu 
w rejonie niepełnych przegród wewnątrzczaszkowych, oponowych bądź kost
nych. Tworzące się przepukliny haka i zakrętu hipokampa, zakrętu obręczy, 
migdałków i robaka móżdżku są początkowo wyrazem mechanizmów kom
pensacyjnych (mózg korzysta z „zapasowych wyjść”). Przy narastającym 
obrzęku dochodzi do przemieszczenia struktur głębokich mózgu wraz z pniem 
mózgu poza linię środkową i ku dołowi, w wyniku narastania różnicy ciśnień 
pomiędzy przestrzenią nad- i podnamiotową. Towarzyszy im przemieszczanie 
naczyń, co prowadzi do niedotlenienia i niedokrwienia oraz wtórnych krwoto
ków i martwic.

Wgłobienia i towarzyszące im wtórne uszkodzenia mózgu są przedmiotem 
badań najczęściej w przebiegu procesów rozrostowych, krwiaków pourazo
wych oraz masywnych krwotoków śródmózgowych z towarzyszącym naras
taniem masy śródczaszkowej w przestrzeni nadnamiotowej (Bromowicz 1953; 
Lindenberg 1955; Friede, Roessmann 1966). Natomiast rzadko bywają one 
rozpatrywane jako następstwo rozległych rozmiękań w półkulach mózgu, 
a wtedy najczęściej jako przyczyna wtórnych krwotoków do pnia mózgu 
(Kulczycki 1964; Cohen, Aronson 1968; Tarnowska-Dziduszko, Ostrowska
1981), bardzo rzadko jako przyczyna wtórnych martwic w półkulach mózgu 
(Dymecki 1967) i w ich strukturach głębokich (Rap, Zaremba 1970). W piś

* Praca wykonana w ramach Problemu Resortowego R-13-1 i wygłoszona na V Pol
sko* Węgierskim Sympozjum Neuropatologicznym w Gdańsku 5 czerwca 1987 r.
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178 G. M. Szpakowa

miennictwie klinicznym podkreśla się, że obrzęk mózgu rozwijający się 
w przebiegu rozmiękania w OU N może naśladować procesy rozrostowe (King 
1951; Scarcella 1956; van Trotsenburg, Vinken 1966; Greenwood 1968).

W dostępnym piśmiennictwie nie znaleziono systematycznego opracowania 
tego zagadnienia. Podjęto więc badania topografii i struktury wtórnych 
uszkodzeń mózgu w obszarach przemieszczeń oraz wgłobień w przebiegu 
narastającego obrzęku mózgu, towarzyszącego rozmiękaniu półkulowemu do 
ustalenia związku pomiędzy nasileniem obrzęku mózgu i obrazem tych właśnie 
uszkodzeń.

MATERIAŁ, I M ETODY

Materiał obejmował 70 przypadków sekcyjnych (44 kobiety i 26 mężczyzn) 
w wieku od 39 do 96 lat. Średnia wieku wynosiła 68 lat, mediana 72 lata. Czas 
przeżycia od wystąpienia udaru do zgonu wynosił od 20 godz. do 42 dni. 
Klinicznie rozmiękanie mózgu rozpoznano w 65 przypadkach, w 3 przypad
kach podejrzewano krwotok mózgowo-oponowy, a w 2 przypadkach — guz 
mózgu. Nadciśnienie tętnicze odnotowano w wywiadzie u 34 chorych, cukrzycę 
w 10 przypadkach a zaburzenia rytmu serca stwierdzono u 29 osób. Sekcja 
ogólna wykazała w 15 przypadkach świeży zawał mięśnia sercowego, w 4 przy
padkach zator tętnicy płucnej, w 6 przypadkach wadę mitralną serca, w 3 przy
padkach zatory w tętnicach kończyn, a w 2 przypadkach zatory w tętnicach 
nerkowych.

Do badania histopatologicznego pobrano wycinki z obu półkul mózgu na 
poziomie przednich i tylnych zwojów podstawy, z obu półkul móżdżku i z pnia 
mózgu. Po zatopieniu w parafinie skrawki barwiono hematoksyliną i eozyną 
(HE), fioletem krezylu, met. van Gieson, Mallory’ego, Kliivera —Barrery, 
Spielmeyera i Kanzler— Arendta. Skrawki mrożone impregnowano metodą 
Cajala.

Do oceny nasilenia obrzęku przyjęto trzystopniową skalę zmian makro
skopowych, zgodnie z którą za I stopień obrzęku uznano spłaszczenie 
zakrętów i zaciśnięcie rowków, poszerzenie istoty białej oraz zwężenie komory 
bocznej po stronie zawału mózgu, za II stopień — występowanie ponadto 
wgłobień tkanki mózgu, a za III stopień — stwierdzenie dodatkowo przemiesz
czeń struktur głębokich wraz z komorą III poza linię środkową. Na podstawie 
danych z piśmiennictwa (Jacob 1940; 1967; Zülch 1967; Mossakowski 1981; 
Hirano 1983) i badań własnych, do uchwytnych mikroskopowo zmian struk
turalnych związanych z ostrym obrzękiem mózgu zaliczono obrzmienie oligo- 
dendrocytów i astrogleju oraz osłonek mielinowych i występowanie okołona- 
czyniowych jeziorek bogatobiałkowego płynu. Za przebytym bądź przewle
kłym obrzękiem przemawiało poszerzenie przestrzeni okołonaczyniowych oraz 
pól martwicy obrzękowej ze zgąbczeniem istoty białej, ubytkiem jąder oligo- 
dendrogleju i rozpadem osłonek mielinowych.
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WYNIKI '

Ognisko pierwotnego zawału półkulowego było zlokalizowane w 53 
przypadkach w obszarze unaczynienia tętnicy mózgu środkowej, w 17 przypad
kach obejmowało ponadto obszar unaczynienia tętnicy mózgu przedniej. 
W 39 przypadkach zawał był blady, a w 31 ukrwotoczniony. W 47 przypad
kach występowały cechy zaniku mózgu. Miażdżycę naczyń podstawy mózgu 
I i II stopnia stwierdzono w 44 przypadkach, a III i IV stopnia w 18 
przypadkach. Stwardnienie ścian tętniczek śródmiąższowych III i IV stopnia 
odnotowano w 28 przypadkach, a w 42 stwierdzono przebudowę włóknistą 
I lub II stopnia. W obszarze pierwotnego zawału obserwowano zazwyczaj 
różne stadia rozwoju martwicy.

Obrzęk mózgu ze spłaszczeniem zakrętów, zaciśnięciem rowków oraz 
poszerzeniem istoty białej był często obustronny i zawsze obecny, lub bardziej 
nasilony w półkuli z zawałem. Wgłobienie tkanki mózgu stwierdzono w 65 
przypadkach, w 47 z nich wystąpiło ponadto przemieszczenie struktur głębo
kich wraz z komorą III poza linię środkową (tab. 1). Zgodnie z przyjętą skalą

Tabela 1. Stopień nasilenia obrzęku a topografia wgłobień 
Table 1. Severity of brain edema and topography of herniation

Stopień 
nasilenia 
obrzęku 
Severity 

of edema

Liczba

Wgłobienie
Herniation

przypadków 
N o of 
ceses

Zakręt
obręczy

Cingular
gyrus

Hak Migdałki 
hipokampa móżdżku 

Hippocampal Cerebellar 
uncus tonsils

Robak
móżdżku

Cerebellar
vermis

1° 5 0 0 0 0
ІГ 18 3 18 10 0

И Г 47 43 47 30 12

Razem
Total

70 46 65 40 12

nasilenia obrzęku badany materiał podzielono na 3 grupy. Do I grupy 
zaliczono 5 przypadków. Czas przeżycia chorych od wystąpienia udaru do 
zgonu wahał się od 24 do 42 dni. We wszystkich przypadkach obserwowano, 
poza obszarem zawału, ubytki neuronów, głównie w III warstwie kory, 
w warstwie komórek Purkinjego oraz w warstwie komórek piramidowych 
rogu Amona, szczególnie w strefie Sommera (rye. 1). W polach plackowatych 
opustoszeń neuronalnych w hipokampie — obserwowano rozplem gleju 
astrocytarnego.

Grupa II obejmowała 18 przypadków z czasem przeżycia od 1 do 42 dni. 
W 10 przypadkach stwierdzono jedno-, a w 8 obustronne wgłobienie haka 
zakrętu hipokampa. W 10 przypadkach wystąpiło ponadto wgłobienie mig- 
dałków móżdżku, a w 3 przepuklina zakrętu obręczy. W obrębie przepuklin
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Rye. 1. Grupa I, wtórne martwice. Ubytki neuronów w sektorze Sommera. Klüver — Barrera. Pow.
lupowe

Fig. 1. Group I, secondary necroses. Neuronal loss in Sommer’s sector. Klüver —Barrera. Magn.
glass

Rye. 2. Grupa II, wtórne martwice. 2a. Zastój w naczyniach rogu Amona i ubytki neuronów. 
Klüver —Barrera. Pow. 25 x . 2b. Bruzda po wgłobieniu w zakręcie hipokampa. Mallory. Pow.

lupowe. 2c. Martwica wybiórcza z ucisku w korze zakrętu hipokampa. HE. Pow. 60 x 
Fig. 2. Group II, secondary necroses. 2a. Stasis in Ammon’s horn vessels and loss of neurons. 
Klüver — Barrera, x 25. 2b. Noth left by herniation in hippocampal gyrus. Mallory. Magn. glass. 2c. 

Selective necrosis due to tissue pressure in hippocampal cortex. HE x 60

http://rcin.org.pl



W tórne uszkodzenia mózgu w obrzęku 181

oraz w ich otoczeniu obserwowano przekrwienie naczyń, zwłaszcza żylnych 
i włośniczek (ryc. 2a). Wokół głębszych bruzd po wgłobieniu (ryc. 2b) 
stwierdzano wybiórczą martwicę neuronów ze zgąbczeniem podłoża, a także 
bardziej rozległe martwice, zwykle ukrwotocznione, przy czym zachowane 
jeszcze, ale zniekształcone neurony układały się koliście wokół bruzdy (ryc. 2c). 
Tylko w 3 przypadkach obecna była rozległa martwica wybiórcza w obrębie 
przepukliny: w 2 przypadkach w zakręcie hipokampa, w 1 przypadku 
w migdałkach móżdżku.

Ryc. 3. Grupa III, zróżnicowane nasilenie wgłobień. За. Wgłobienie haka zakrętu hipokampa 
i migdałków móżdżku. 3b. Bruzda okrężna; przepuklina obejmuje tylną część zakrętu hipokampa. 
3c. Nisza po rozległym wgłobieniu zakrętu obręczy. 3d. Wgłobienie robaka i płacików prostych

móżdżku
Fig. 3. Group III, differences in severity of herniation. За. Herniation of hippocampal uncus and 
cerebellar tonsils. 3b. Circular noth encompassing posterior part of hippocampal gyrus. 3c. Niche 
left by extensive herniation of cingulate gyrus. 3d. Herniation of vermis and straight cerebellar

lobules
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Grupa III obejmowała 47 przypadków z czasem przeżycia od 20 godz. do 
20 dni. W 11 przypadkach stwierdzono jednostronną, a w 36 obustronną 
przepuklinę haka zakrętu hipokampa (ryc. За). W 14 przypadkach przepuklina 
była bardzo rozległa, Obejmowała także jego część tylną, a wówczas obser
wowano okrężnie przebiegającą bruzdę na podstawie mózgu (ryc. 3b). Przepu
klinę zakrętu obręczy stwierdzono w 43 przypadkach. W 6 z nich była bardzo 
rozległa, sięgała aż do cieśni zakrętu. W przeciwległej półkuli widoczna była 
w tych przypadkach równie rozległa nisza (ryc. 3c). Wgłobienie migdałków 
móżdżku stwierdzono w 30 przypadkach, a w 12, tzw. „górne” wgłobienie 
robaka móżdżku w obręb wcięcia w namiocie móżdżku (ryc. 3d).

Zarówno w obrębie przepuklin, jak i poza ich obszarem, zwłaszcza 
w strukturach przemieszczonych lub uciśniętych, występowały wtórne martwi
ce i bezodczynowe krwotoki (ryc. 4a —b, tab. 2 i 3). Krwotoki w obrębie 
przepuklin stwierdzono tylko w 2 przypadkach: 1 w zakręcie obręczy i 1 w ro
baku móżdżku. Natomiast w 13 przypadkach obserwowano krwotoki we 
wzgórzu, a w pojedynczych przypadkach w ciałkach suteczkowatych, ciałach 
kolankowatych bocznych, w skrzyżowaniu nerwów wzrokowych, w ciele 
migdałowatym oraz w hipokampie. Krwotoki w pniu mózgu odnotowano w 34 
przypadkach, a w półkulach móżdżku w 2 przypadkach. Nadnamiotowo 
najczęściej uszkodzeniu krwotocznemu ulegały przyśrodkowe jądra wzgórza, 
w 6 przypadkach obustronnie, a w 3 tylko w półkuli przeciwległej do zawału, 
w której w 8 przypadkach miały one kształt wrzecionowaty, były ostro 
odgraniczone od otoczenia i ułożone równolegle do włókien pęczka sutecz- 
kowo-wzgórzowego (ryc. 5a —b).. Krwotoki te przebijały się do komory III, 
drążyły do podwzgórza i śródmózgowia, a w ich obrębie obserwowano

Tabela 2. Topografia wtórnych krwotoków i martwic w obszarach wgłobień 
w przypadkach z 111° obrzęku mózgu 

Table 2. Topography of secondary hemorrhages and necroses in regions of 
herniation in cases of Illrd degree severity of brain edema

Umiejscowienie
przepukliny
Localization

Krwotoki

Martwice
Necroses

Hemorrhages Ukrwotocznione Blade Łącznie
of herniae Hemorrhagic Pale Jointly

Zakręt obręczy 
Cingular gyrus

1 16 0 16

Zakręt hipokampa
0 12 0 12

Hippocampal gyrus
Robak móżdżku

1 12 T 14
Cerebellar vermis

L

Migdałki móżdżku
0 3 2 5

Cerebellar tonsils

Razem
Total

2 43 4 47
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Ryc. 4. Grupa III. Topografia wtórnych martwic i krwotoków. 4a. Ukrwotoczniona martwica 
z ucisku w zakręcie hipokampa. 4b. Martwice w obrębie przepukliny zakrętu obręczy i w obszarze 
unaczynienia tętnicy tylnej mózgu lewej (zawał pierwotny w obszarze unaczynienia tętnicy mózgu 

środkowej lewej) i krwotoki do pnia mózgu 
Fiy. 4. Group III, Topography of secondary necroses and hemorrhages 4a. Hemorrhagic necrosis 
due to compression in hyppocampal gyrus. 4b. Necroses within cingulate gyrus hernia and in the 
region of vascularization of left posterior cerebral artery (primary infarction in region of left middle 

cerebral artery) and hemorrhages into brain stem
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niekiedy krwawiące tętniczki (ryc. 5c). We wzgórzu po stronie zawału, 
w 6 przypadkach, ogniska krwotoczne powstały ze zlewania się drobnych 
wynaczynień w martwiczo zmienionej tkance (ryc. 5d). Obustronnie wy
stępowały ponadto krwawienia z naczyń żylnych (ryc. 5e).

W strukturach podnamiotowych wtórne masywne krwotoki do pnia mózgu 
(34 przypadki) niszczyły głównie śródmózgowie (28 przypadków), rzadziej most 
(22 przypadki), a tylko w 1 przypadku opuszkę. W śródmózgowiu były one 
często umiejscowione w linii środkowej niszcząc niekiedy jądra nerwu okoru- 
chowego i jego włókna (ryc. 5f— g). W moście natomiast były one ułożone 
równolegle do włókien poprzecznych części podstawnej. W móżdżku obser
wowano w 2 przypadkach różnoczasowe krwawienia do martwiczo zmienionej 
tkanki.

Martwice wtórne, stwierdzone w 47 przypadkach w obrębie wgłobionych 
tkanek, były zlokalizowane w 16 przypadkach w zakręcie obręczy, w 12 
przypadkach w haku i zakręcie hipokampa (w 4 obustronnie), w 12 przypad
kach w robaku, a w 5 w migdałkach móżdżku. Ponadto, obserwowano 
martwice morfologicznie „młodsze” od pierwotnego zawału w przestrzeni 
nadnamiotowej w 36 przypadkach: w zakrętach skroniowo-potylicznych 
i w potylicznych (po 9 przypadków), w rogu Amona (8 przypadków), we 
wzgórzu (3 przypadki) oraz w zakręcie obręczy drugiej półkuli (4 przypadki). 
W przestrzeni podnamiotowej martwice stwierdzono w 15 przypadkach: 
w śródmózgowiu (8 przypadków), w moście (2 przypadki) i w półkuli móżdżku 
(5 przypadków). Martwice poza obszarem przepuklin, zarówno w płatach 
skroniowych, potylicznych i wzgórzu, jak i w półkulach móżdżku były zwykle 
ukrwotocznione (ryc. 6a, b). Wybroczyny występowały w polach martwicy 
niezupełnej, wśród rozsianych zgąbczeń typu „krople deszczu” z groniastym

Ryc. 5. Grupa III. Topografia i struktura wtórnych krwotoków. 5a. Ognisko krwotoczne we 
wzgórzu w półkuli przeciwstronnej do pierwotnego zawału. 5b. To samo ognisko. Klü
ver—Barrera. Pow. lupowe. 5c. Tętnica z rozwarstwioną ścianą w ognisku krwotocznym we 
wzgórzu po stronie przeciwnej do zawału. Mallory. Pow. 400 x . 5d. Zlewające się krwotoki we 
wzgórzu po stronie zawału w polu martwicy obrzękowej typu „krople deszczu”. Mallory. Pow. 
100 x .  5e. Naczynie żylne w ognisku krwotocznym we wzgórzu półkuli przeciwległej do zawału. 
Mallory. Pow. 100 x 5 /  Wtórny krwotok w śródmózgowiu i we włóknach nerwu okoruchowego. 
HE. Pow. lupowe. 5g. Obrzmienie i rozpad osłonek mielinowych włókien nerwu okoruchowego.

Klüver —Barrera. Pow. lOOx 
Fig. 5. Group III. Topography and structure of secondary hemorrhages. 5a. Hemorrhagic focus in 
the thalamus the hemisphere contralateral to the infarct. 5b. The same as above. Klüver —Barrera. 
Magn. glass. 5c. Artery with delaminated wall in hemorrhagic focus in thalamus on side 
contralateral to infarction. Mallory, x 400. 5d. Merging hemorrhages in thalamus on infarction 
side in area of edematous necrosis of „rain drop” type. Mallory, x 100. 5e. Venous vessel in 
hemorrhagic focus in thalamus in hemisphere contralateral to infarction. Mallory, x 100. 5f. 
Secondary hemorrhage in midbrain and oculomotor nerve fibers. HE. Magn. glass. 5g. Swelling 

and disintegration of myelin sheaths of oculomotor nerve fibers. Klüver —Barrera, x 100
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Tabela 3. Topografia wtórnych krwotoków i martwic poza obszarem wgłobień w przypadkach
z III0 nasilenia obrzęku mózgu 

Table 3. Topography of secondary hemorrhages and necroses beyond the area of herniation in 
cases with Illrd degree of severity of brain edema

Martwice

Topografia uszkodzeń Krwotoki Necroses

Topography of lesions Hemorrhages Ukrwotocznione Blade Łącznie
Hemorrhagic Pale Jointly

Nadnamiotowo:
Supratentorial:
Róg Amona 
Ammon’s horn

0 2 6 8

Ciało migdałowate 1 0 3 3
Amygdaloid body
Zakręty skroń.-potyl. 0 9 0 9
Temporal-occipital gyri
Kora ostrogowa 0 9 0 9
Calcarinae cortex
Wzgórze
Thalamus

13 3 0 3

Zakręt obręczy drugiej półkuli
Cingular gyrus of other hemisphere 0 1 3 4

Razem
Total 14

24 12 36

Podnamiotowo:
Subtentorial:
Śródmózgowie 9 6 2 8
Midbrain
Śródmózgowie i most 20 0 0 0
Midbrain and pons
Most
Pons

4 0 2 2

Most i opuszka 1 0 0 0
Pons and medulla
Półkule móżdżku 2 5 0 5
Cerebellar hemispheres

Razem , ,  
Total 36

11 4 15

Ogółem
Total

50 35 16 51
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Ryc. 6. Grupa III. Struktura wtórnych martwic. 6a. Ukrwotoczniona martwica migdałka móżdżku. 
HE. Pow. 25 X .  6b. Martwica krwotoczna w zakręcie skroniowo-potylicznym bocznym. Mallory. 
Pow. lupowe. 6c. Wybroczyny i jeziorka płynu w polu martwicy obrzękowej typu „krople deszczu”. 
Mallory. Pow. 1 0 0 x .  6d. Krwawienie z tętnicy o martwiczo zmienionych ścianach. Mallory.

Pow. 200 X

Fig. 6. Group III. Structure of secondary necroses. 6a. Hemorrhagic necrosis of herniated cerebellar 
tonsils. HE. X 25. 6b. Hemorrhagic necrosis in lateral temporal-occipital gyrus. Mallory. Magn. 
glass. 6c. Extravasations and lakes of edematous fluid in area of edematous necrosis of “rain drop” 
type. Mallory, x 100. 6d. Bleeding from artery with necrotically changed wall. Mallory, x 200
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Rye. 7. Grupa III. Struktura wtórnych martwic w pniu mózgowym. 7 a. Pola zgąbczeń w blaszce 
czworaczej i martwica w odnodze mózgu przeciwstronnej do pierwotnego zawału oraz ucisk nerwu 
okoruchowego. Klüver — Barrera. Pow. lupowe. 7b. Pola martwicy obrzękowej ze zgąbczeniem 
tkanki. Klüver —Barrera. Pow. 60 x .  7c. Spłowienie mieliny w części podstawnej mostu. Klü

ver—Barrera. Pow. lupowe 
Fig. 7. Group III. Structure of secondary necroses in brain stem. 7a. Areas of spongiosis in lamina 
quadrigemina and necrosis of crus cerebri contralateral to primary infarction and compression of 
oculomotor nerve. Magn. glass. 7b. Areas of edematous necrosis with tissue spongiosis. Klü

ver—Barrera. x 60. 7c. Myelin pallor in basal part of pons. Klüver—Barrera. Magn. glass
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Ryc. 8. Grupa III. Martwica wtórna w półkuli mózgu przeciwstronnej do zawału. 8a. Przemiesz
czenie i zaciśnięcie gałęzi tętnic mózgu przednich przez rozległą przepuklinę zakrętu obręczy 
z wybroczynami w prawym zakręcie obręczy, zakrętach prostych, spoidle wielkim i wokół rogu 
czołowego komory bocznej lewej półkuli mózgu. 8b. Martwica niedokrwienna w zakręcie obręczy 
i w zakręcie prostym w półkuli przeciwległej do zawału w rejonie niszy po wgłobieniu zakrętu

obręczy. HE. Pow. lupowe 
Fig. 8. Group III. Secondary necrosis in hemisphere on contralateral side to infarction. 8a. 
Displacement and compression of branches of anterior cerebral arteries by extensive cingulate 
hernia with extravasations in right cingulate gyrus, straight gyri, corpus callosum and around the 
frontal horn of the lateral ventricle of the left hemisphere. 8b. Ischemic necrosis contralateral to 

infarction in the area of the hernial niche of the cingulate gyrus. HE. Magn. glass

obrzmieniem i rozpadem osłonek mielinowych oraz z jeziorkami bogatobiał- 
kowego płynu (ryc. 6c) i w polach martwicy rozpływnej. Niekiedy obser
wowano różnoczasowe wynaczynienia krwi do martwiczo zmienionej tkanki 
(ryc. 6d). W 5 przypadkach pola martwicy niedokrwiennej poprzedzielane były 
pasmami lepiej zachowanej tkanki (ryc. 7a, b), a wokół przekrwionych 
włośniczek i żył widoczne były wybroczyny. W odnogach mózgu obserwowano 
bezodczynowe ogniska martwicy, zarówno po stronie zawału, jak i po stronie 
przeciwnej (ryc. 7a), a w moście w linii środkowej części podstawnej stwier
dzano ogniska spłowienia mieliny (ryc. 7c). Na wszystkich poziomach pnia 
mózgu obserwowano ubytki neuronów zarówno w jądrach nerwów czasz
kowych, jak i w tworze siatkowatym, a także w jądrach oliw.

W przypadkach rozległych przepuklin zakrętu obręczy powodujących 
przemieszczenie i zaciśnięcie tętnic okołomodzelowatych (ryc. 8a), często 
zmienionych miażdżycowo, obserwowano anemizację kory i istoty białej 
w obrębie niszy wytworzonej w zakręcie obręczy przeciwległej półkuli.
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Rye. 9. Grupa III. Wtórne wodogłowie wewnętrzne. 9a. Niesymetryczne obrzmienie konańw  
mózgu z zaciśnięciem i przemieszczeniem wodociągu oraz przepuklina robaka móżdżku. 
Wtórne rozdęcie rogu czołowego komory bocznej półkuli przeciwstronnej do zawału. 9c. Wtórne 
rozdęcie rogu potylicznego prawej półkuli mózgu. W półkuli lewej zawał pierwotny w obszarze 
tętnicy środkowej mózgu i martwica wtórnie ukrwotoczniona w otoczeniu bruzdy ostrogowej. 9d. 
Zblednięcie mieliny w płacie skroniowym wokół rozdętego wtórnie rogu skroniowego komory 

bocznej w półkuli przeciwstronnej do zawału. Klüver —Barrera. Pow. lupowe 
Fig. 9. Group III. Secondary internal hydrocephalus. 9a. Unsymmetric swelling of ce.rebcal 
peduncles with compression and displacement of aqueduct and cerebellar vermis hernia. )b. 
Secondary dilatation of fromal horn of lateral ventricle of hemisphere contralateral to infarction. 
9c. Secondary dilatation of occipital horn of the lateral ventricle of the right hemisphere. Prirmry 
infarct in the left hemisphere in area of middle cerebral artery and secondary hemorrhagic necrosis 
around fissura calcarina. 9d. Myelin pallor in temporal lobe around secondarily dilated late"al 

ventricle horn of hemisphere contralateral to infarction. Klüver —Barrera. Magn. glass
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W 4 przypadkach stwierdzono w tym obszarze rozległe martwice niedokrwien
ne z pasmami zgąbczeń na obrzeżu (ryc. 8b), z groniastym obrzmieniem 
i rozpadem osłonek mielinowych, obrzmieniem gleju astrocytarnego wzdłuż 
przebiegu włośniczek i zniekształceniem komórek nerwowych w korze ponad 
krawędzią niszy. W przypadkach współistnienia znacznych przemieszczeń 
struktur głębokich mózgu i rozległych przepuklin w rejonie wcięcia namiotu 
móżdżku oraz przemieszczenia i zaciśnięcia wodociągu mózgu, obserwowano 
rozdęcie komory bocznej półkuli przeciwległej do zawału. Towarzyszyły im 
wybroczyny oraz spłowienie mieliny w spoidle wielkim, w sklepieniu i w około- 
komorowej istocie białej (ryc. 9a —d).

O M ÓW IENIE

Wzrost objętości mózgu, w przebiegu rozległego półkulowego zawału 
i towarzyszącego mu obrzęku, prowadzi do zmian w śródczaszkowych 
stosunkach topograficznych. Na skutek przemieszczenia mózgu w stosunku do 
przegród opony twardej i krawędzi podstawy czaszki dochodzi do wystąpienia 
przepuklin mózgu w tzw. „cieśniach życia” oraz do przesunięcia jego struktur 
głębokich wraz z zaciśniętym układem komorowym poza linię środkową, co 
prowadzi do rozwoju wtórnych martwic i krwotoków, komplikujących prze
bieg pierwotnego zawału mózgu.

W warunkach prawidłowych ciśnienie śródczaszkowe u dorosłego człowie
ka nie przekracza poziomu 2,2 kPa (20 mm Hg). Przy jego wzroście, zwłaszcza 
powyżej 5,3 kPa (40 mm Hg) pojawiają się martwice z ucisku w rejonie bruzdy 
po wgłobieniu haka i zakrętu hipokampa pod namiot móżdżku oraz zakrętu 
obręczy pod sierp mózgu (Adams, Graham 1976). W badanym materiale 
obrzęk obejmował obie półkule mózgu, ósiągał jednak większe nasilenie 
w półkuli z zawałem, tak jak wielokrotnie podkreślano w piśmiennictwie 
(Feigin 1968; Meyer i wsp. 1970; Sląter i wsp. 1977 i inni). Obrzękowo- 
pochodne uszkodzenia tkanki były najbardziej nasilone w obszarach wgłobień 
i przemieszczeń, przy czym zmiany stanowiące następstwo wgłobień tkanki 
i ucisku naczyń nakładały się na nieprawidłowości spowodowane zarówno 
istniejącym, jak i przebytym obrzękiem mózgu. Już w przypadkach bez 
wgłobień obserwowano wybiórcze martwice neuronów III warstwy kory, 
komórek Purkinjego oraz komórek piramidowych strefy Sommera hipokam
pa, szczególnie wrażliwych na niedotlenienie i niedokrwienie (Friede 1966). 
Ostatnia z wymienionych struktur zasługuje na szczegółowe omówienie ze 
względu na częstość zmian, jej znaczenie fizjologiczne oraz specyficzne warunki 
budowy i unaczynienia.

Od klasycznych prac Uchimury (1928), znane były niekorzystne warunki 
dopływu krwi do strefy Sommera pozbawionej praktycznie krążenia obocz
nego i narażonej często na niedokrwienie, zwłaszcza w tylnej części zwiniętej 
w róg, która otrzymuje krew głównie z tętnicy tylnej mózgu poprzez tętnice
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strefowe długie. Naczynia te, przebiegające w bocznej części zbiornika okalają
cego są w przypadkach wgłobień bardziej narażone na ucisk przez krawędź 
namiotu móżdżku, niż tętnice grzbietowe krótkie doprowadzające krew 
z tętnicy mózgu tylnej do innych stref warstwy komórek piramidowych 
hipokampa. W części przedniej rogu Amona warstwa komórek piramidowych 
ułożona faliście, równolegle do szponów hipokampa, ma nieco lepsze moż
liwości ukrwienia, chociaż sąsiaduje bezpośrednio z wgłobionym hakiem. Hak 
jednak i sąsiedni zakręt zębaty otrzymują krew głównie z gałązek tętnicy 
naczyniówkowej, której liczne anastomozy wzbogacają ukrwienie przedniej 
części rogu Amona.

Przepukliny w rejonie wcięcia namiotu mogą przemieszczać i zaciskać 
zarówno naczynia tętnicze, jak i żylne. Pojawienie się plackowatych ubytków 
neuronów, charakterystycznych dla strefy Sommera wraz z towarzyszącą im 
glejozą astrocytarną łączy Lindenberg (1968) z zaburzeniami odpływu żylnego. 
Przepukliny w rejonie wcięcia namiotu móżdżku występowały w naszym 
materiale najczęściej, bo w 65 przypadkach na 70 przebadanych. Wszystkie te 
przypadki należały do grup II lub III nasilenia obrzęku. Najczęściej obser
wowano wgłobienie haka (65 przypadków), rzadziej także przedniej części 
zakrętu hipokampa (32 przypadki), a najrzadziej jego tylnej części (14 przypad
ków). W przypadkach z nasileniem obrzęku mózgu III stopnia obserwowano 
niekiedy rozległe martwice niedokrwienne, obejmujące całą strukturę amonal- 
ną, zwłaszcza gdy oprócz przemieszczenia i ucisku tętnicy tylnej mózgu, 
w obszarze wgłobienia, widoczne było zwężenie jej światła przez zmiany 
miażdżycowe.

W ciele migdałowatym unaczynionym przez trzy tętnice: naczyniówkową 
przednią, mózgu środkową i mózgu tylną (Earle i wsp. 1953; Lindenberg 1968) 
zmiany wtórne ograniczały się zazwyczaj do ubytków neuronów i zgąbczeń 
tkanki, mimo bezpośredniego sąsiedztwa z wgłobionym hakiem zakrętu 
hipokampa.

W obszarach wpuklonych tkanek i w obszarze bruzdy po wgłobieniu 
stałym objawem było przekrwienie. Występujące w ich obrębie ogniska 
martwic były zwykle ukrwotocznione, wybroczyny obserwowano wokół żył 
i włośniczek. Stopień uszkodzenia był zróżnicowany: od ogniskowego ubytku 
neuronów, ze zgąbczeniem podłoża wokół bruzdy z ucisku, do rozległych pól 
zgąbczeń z wybroczynami i jeziorkami bogatobiałkowego płynu w obrębie 
przepuklin oraz martwic w obszarze unaczynienia skroniowych i potylicznych 
gałęzi tętnicy mózgu tylnej, i tętnicy móżdżku górnej krzyżujących się 
z krawędzią namiotu móżdżku. Obok mozaiki pól zgąbczeń i martwicy 
skrzepowej obserwowano również obszary licznych drobnych zgąbczeń typu 
„krople deszczu” van Bogaert’a będących wyrazem mikrowakuolizacji. Obser
wowane w tych polach obrzmienie osłonek mielinowych z tworzeniem się 
„gron”, Ziilch (1967) wiąże z obecnością wodniczek w osłonkach. Według 
Zülcha (1967) obrzęk z przesiękiem bogatobiałkowego płynu może spowodo
wać znaczną destrukcję tkanki, nawet w krótkim czasie wówczas, gdy na
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pierwotnie obrzękowopochodne uszkodzenia nakładają się zmiany spowodo
wane niedotlenieniem. Obserwowano również ogniskowe zmiany, których 
obraz odpowiadał martwicy obrzękowej Jacoba (1940; 1967). Niekiedy w tych 
obszarach obok wybroczyn z włośniczek i żył, widoczne były różnoczasowe 
krwawienia z tętnic, o martwiczo zmienionych ścianach.

Struktura przedstawionych zmian i zestawienie ich występowania z topo
grafią i rozległością wgłobień w obszarze wcięcia namiotu pozwala przypusz
czać, że w patomechanizmie rozwoju zarówno wgłobień, jak i wtórnych 
martwic decydujące znaczenie może mieć narastanie różnicy ciśnień pomiędzy 
przestrzenią nad- i podnamiotową, pogłębione przez zaciśnięcie i blokadę 
zbiornika okalającego, do którego wpuklają się przepukliny, z naciąganiem 
i uciskiem przebiegających w nich naczyń tętniczych i żylnych (Cannon 1951; 
Lindenberg 1955; Dymecki 1967, 1981; Adams, Graham 1976). Podobnym 
patomechanizmem tłumaczy się występowanie wtórnych krwotoków do pnia 
mózgu (Kulczycki 1964; Dymecki 1967; Yates 1976; Tarnowska-Dziduszko, 
Ostrowska 1981) oraz rzadko opisywanych wtórnych ognisk w strukturach 
głębokich półkul mózgu (Rap, Zaremba 1970; Yates 1976; Okazaki 1983). 
W badanym materiale najczęściej obserwowano krwotoki do śródmózgowia 
i mostu. Poza tym występowały one w przemieszczonych bądź uciskanych 
strukturach: we wzgórzu, podwzgórzu, ciałkach suteczkowatych, i nerwach 
czaszkowych, zwłaszcza okoruchowych.

Wybiórcze umiejscowienie wtórnych krwotoków w jądrach przyśrodko
wych wzgórza nasuwa przypuszczenie, że źródłem tych krwawień pene
trujących wzdłuż pasm istoty białej, rozdzielających jądra wzgórza może być, 
obok naczyń żylnych i włośniczek, tętnica wzgórzowo-dziurkowata (a r t e r i a  
t h a la m o - p e r f o r a t a ), gałązka tętnicy śródmózgowiowej odchodzącej w dole 
międzykonarowym od tętnicy mózgu tylnej (Goetzen 1970; Jędrzejewski i wsp. 
1984). W naszym materiale wtórne krwotoki uszkadzały wyłącznie przyśrod
kowe i śródblaszkowe jądra wzgórza, mające powiązanie z układem limbicz- 
nym i z tworem siatkowatym. Dane przytoczone przez Watsona i Heilmana 
(1979) wskazują, że tak zlokalizowane uszkodzenia wzgórza mogą w razie 
przeżycia chorego indukować głębokie zaburzenia pamięci. Wtórne uszkodze
nia wzgórza występowały w naszym materiale tylko w przypadkach z mak
symalnie nasilonym obrzękiem mózgu, z współistniejącymi krwotokami do 
pnia mózgu, lub istoty białej móżdżku. Obserwowane w tych przypadkach 
również przepukliny migdałków, a zwłaszcza robaka móżdżku, którego wgło- 
bienie jest charakterystyczne dla procesów zwiększających ciśnienie w tylnej 
jamie czaszki, nasuwa przypuszczenie, że w tych przypadkach ciśnienie 
śródczaszkowe wzrosło wtóruie w tylnej jamie czaszki tak znacznie, że 
przeważyło wcześniejszy wzrost ciśnienia w przestrzeni nadnamiotowej.

Przepukliny robaka móżdżku stwierdzono w badanym materiale tylko 
w 12 przypadkach, wszystkich z III stopniem nasilenia obrzęku mózgu. 
Znacznie częstsze, ale rzadko rozległe, były wgłobienia migdałków móżdżku do 
otworu potylicznego wielkiego. Rozległe wgłobienia w tym obszarze, które
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występują przy wzroście ciśnienia w tylnej jamie czaszki, mogą być bezpośred
nią przyczyną zgonu wskutek ucisku na okolicę złącza opuszkowo-rdzeniowe- 
go i zatrzymania oddechu przy zachowanej czynności serca (Okazaki 1983; 
Miller, Adams 1984). Ogniska wtórnych, zwykle ukrwotocznionych martwic 
rozwijały się w migdałkach móżdżku, tylko w obszarze rozległych przepuklin. 
W opuszce zniekształconej i zanemiztowanej przez wklinowane migdałki 
móżdżku występowały ubytki neuronalne w jądrach nerwów czaszkowych 
i tworu siatkowatego oraz w oliwach, zaliczanych do struktur szczególnie 
wrażliwych na niedotlenienie (Brierley, Graham 1984). W śródmózgowiu 
i moście ogniska wtórnych martwic występowały znacznie rzadziej niż krwoto
ki. Spotykano je głównie w blaszce czworaczej, rzadziej w odnogach mózgu, 
w których występowały również po stronie przeciwległej do zawału pół- 
kulowego, w wyniku bocznego przemieszczenia mózgu i ucisku przeciwstron- 
nej odnogi przez krawędź namiotu móżdżku w przypadkach rozległych 
przepuklin zakrętu hipokampa (Kernohan, Woltman 1929).

Przepukliny zakrętu obręczy pod sierp mózgu, znajdowały się na drugim 
miejscu pod względem częstości występowania. Martwice w ich obszarze były 
zawsze ukrwotocznione. Do ich powstania mogą przyczyniać się wahania 
ciśnienia tętniczego krwi, poza miejscem ucisku, na przemieszczone naczynia 
(Sohn, Levine 1967; Yates 1976). W przypadku znacznych przemieszczeń, tętnic 
modzelowatych, występowały martwice niedokrwienne w drugiej półkuli 
mózgu w obrębie niszy powstającej po ucisku przepukliny zakrętu obręczy. 
Martwice wtórne w przypadkach rozległych przepuklin podsierpowych wy
stępowały zatem zarówno w półkuli z zawałem, jak i w półkuli przeciwległej. 
Berry i Alpers (1957), Sohn i Levine (1967) oraz Feigin (1968) zwracają uwagę 
na powiększanie się wówczas obszaru martwicy, a Kernohan i Woltman (1929) 
oraz Adams i Miller (1984) wskazują na pojawianie się drugostronnych 
klinicznych objawów ubytkowych.

W patomechanizmie powstawania wtórnych martwic w obrębie drugiej 
półkuli mózgu odgrywa zapewne znaczną rolę rozwój wtórnego wodogłowia 
wewnętrznego, które obserwowaliśmy we wszystkich przypadkach ze znacz
nym przemieszczeniem struktur głębokich, a zwłaszcza w przypadkach z wgło- 
bieniami zarówno zakrętu hipokampa, jak i robaka móżdżku, z niesymetrycz
nym wówczas obrzękiem konarów mózgu i zaciśnięciem oraz przemiesz
czeniem wodociągu mózgu. Proces ten rozpoczyna się od zwężenia i zaciśnięcia 
przestrzeni podpajęczynówkowej w rowkach oraz na powierzchni spłasz
czonych zakrętów. Wystąpienie wgłobień, zwłaszcza we wcięciu namiotu 
móżdżku, zwiększa utrudnienie przepływu płynu mózgowo-rdzeniowego do 
zbiorników podstawy, a przemieszczenie struktur głębokich może dodatkowo 
zaciskać otwory pomiędzy komorami i wodociąg mózgu. Prowadzi to do 
rozdęcia układu komorowego, przede wszystkim komory bocznej półkuli 
przeciwległej do zawału, a potem i komory III, co przyczynia się do dalszego 
zwiększenia objętości mózgu i wzrostu ciśnienia śródczaszkowego (Yates 1976; 
Okazaki 1983).
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Na uwagę zasługuje fakt, że wtórne martwice (wybiórcze i bardziej rozległe) 
uszkadzały często obustronnie zakręty obręczy, sklepienie, hipokampy oraz 
ciała suteczkowate, a więc struktury należące do układu limbicznego, który ma 
szczególne znaczenie dla prawidłowej funkcji pamięci i orientacji. Ponadto 
liczne rozsiane obustronnie ubytki neuronów w korze, zwłaszcza płatów 
czołowych oraz na różnych poziomach tworu siatkowatego pnia mózgu, 
nasuwają przypuszczenie, że zespół zmian tkankowych występujących w prze
biegu obrzęku, nazywany encefalopatią obrzękową (Hirano 1980, 1893), może 
mieć udział w rozwoju zespołu psychoorganicznego po przebytym udarze 
mózgu.

łi WNIOSKI

1. W przebiegu obrzęku mózgu towarzyszącego rozległym zawałom pół- 
kulowym dochodzi do powstania wgłobień i przemieszczeń tkanki oraz do 
rozwoju wtórnych uszkodzeń strukturalnych mózgu, móżdżku i pnia móz
gowego.

2. Najczęściej występującym wgłobieniem jest przepuklina haka i zakrętu 
hipokampa pod wcięcie namiotu móżdżku, i większość wtórnych zmian można 
łączyć z jej wystąpieniem.

3. Zmiany morfologiczne, w strukturach wgłobionych lub uciśniętych 
i przemieszczonych, mogą mieć charakter ognisk krwotocznych lub martwic
0 różnym nasileniu: od wybiórczych ubytków neuronalńych, do rozległych 
zgąbczeń istoty białej z ich ewolucją aż do martwicy obrzękowej Jacoba.

4. W przestrzeni nadnamiotowej częściej powstają ogniska wtórnych m art
wic, w przestrzeni podnamiotowej częściej występują krwotoki, głównie do 
pnia mózgu.

5. Do najważniejszych czynników patogenetycznych w rozwoju wtórnych 
zmian morfologicznych w uciśniętych, wgłobionych i przemieszczonych struk
turach mózgu należą zaburzenia w ukrwieniu tkanek, wynikające z ucisku
1 przemieszczenia naczyń tętniczych, uszkodzenia ich ścian i utrudnionego 
odpływu żylnego oraz rozwój wtórnego wodogłowia wewnętrznego.

6. O rozległości i nasileniu uszkodzeń decyduje, między innymi, specyfika 
unaczynienia wgłobionego obszaru, nasilenie zmian zwyrodnieniowych w ścia
nach naczyń warunkujące zakres wyrównywania zaburzeń ukrwienia, jak 
również stopień wrażliwości tkanki na niedotlenienie i niedokrwienie.

7. Rozległe wtórne zmiany mogą przyczynić się do zwiększenia objętości 
mózgu oraz obszaru martwicy, do nasilenia uszkodzeń w obrębie drugiej 
półkuli oraz mogą powodować narastanie ciśnienia śródczaszkowego.

8. Wybiórcze martwice neuronalne występują często obustronnie w struk
turach należących do układu limbicznego i tworu siatkowatego.

9. Zespół zmian tkankowych będących wynikiem obrzęku, przebytych 
wgłobień i przemieszczeń może mieć udział w rozwoju zespołu psychoorganicz
nego po przebytym udarze mózgu.
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TOPOGRAPHY A N D  STRUCTURE OF SECONDARY BRAIN LESIONS  
IN THE COURSE OF EDEMA ASSOCIATED WITH SUPRATENTORIAL  

FOCI O F ENCEPHALOMALACIA

S u m m a r y

The paper comprises 70 cases of extensive supratentorial infarctions. The topography and 
structure of secondary lesions occurring in the region of herniation and displacements caused by 
the coexisting brain edema were analysed. The extent of edema served as criterion in the division of 
the material into three groups in dependence on the occurrence of herniations and displacements. 
Most frequent was herniation of hippocampal uncus and most rare that of the cerebellar vermis. In 
group I showing no herniations selective necrosis was noted of neurons particularly sensitive to 
ischemia and anoxia, especially in Sommer’s sector of the hippocampus. In group II secondary 
necrosis was visible in the regions of herniae, and in the group III also in the translocated deep 
brain structures in the hemisphere contralateral to the infarct and in the brain stem where, 
moreover, secondary hemorrhages were present. Supratentorial secondary hemorrhages were less 
frequent. They were noted in the thalamus both on the side of the infarct and in the contralateral 
hemisphere. Supratentorial necroses were more frequent. Their intensity varied from selective 
necrosis to Jacob’s edematous necrosis. Severe displacement of deep structures and of the brain 
stem was associated with development of secondary internal hydrocephalus, especially in the 
hemisphere contralateral to the herniation.

To the most important pathogenetic factors causing development of secondary morphological 
lesions belong disturbances of blood supply occurring as the result of pressure differences between 
the supra- and infratentorial space, resulting from pressure and displacement of arterial vessels, 
damage of their walls and disturbances of venous flow and also development of secondary internal 
hydrocephalus. Extensive necroses and hemorrhages increase the area of primary necrosis. Lesions 
resulting from herniation, displacement and compression of vessels were superposed on the picture 
of brain edema both present or passed. Secondary necroses damaging bilaterally structures 
belonging to the limbic system and reticular formation may be an additional factor in the 
development of edematous encephalopathy and the development of a psychoorganic syndrome 
after stroke.
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I. ZMIANY AKTYWNOŚCI M ONOAMINOOKSYDAZY (МАО)
W KORZE M ÓZGOW EJ I W M ÓŻD ŻKU SZCZURÓW 

PO CHIRURGICZNYM  WYTWORZENIU PRZETOKI 
WROTNO-CZCZEJ

Katedra i Zakład Biochemii w Zabrzu Śląskiej Akademii Medycznej, Katowice

Jednym z następstw chirurgicznego zespolenia żyły wrotnej z żyłą próżną 
dolną, jest przeciek krwi wrotnej do krążenia ogólnego, co wywołuje szereg 
zaburzeń psychicznych określanych mianem encefalopatii wrotnej. Patomecha- 
nizm tego schorzenia nie jest całkowicie wyjaśniony. W badaniach doświad
czalnych, w wyżej wymienionym problemie, szczury z wykonaną przetoką 
wrotno-czczą sposobem koniec do boku, stanowią podstawowy model eks
perymentalny. Po zespoleniu tego typu powstają zmiany biochemiczne prawie 
identyczne, jak u ludzi z przewlekłymi schorzeniami wątroby (James i wsp. 
1978). Charakteryzują się one, między innymi, zaburzeniami wzorca i poziomu 
niektórych aminokwasów w ośrodkowym układzie nerwowym (OUN). Wzrost 
stężenia aminokwasów aromatycznych w OU N wywołuje szereg zaburzeń 
w zawartości neuroprzekaźników. Powstające „fałszywe”, względnie nieczynne 
neuroprzekażniki (oktopamina, serotonina, tyramina i inne), których prekur
sorami są aminokwasy aromatyczne, wypierają z zakończeń synaptycznych 
prawidłowe, endogenne neuroprzekażniki takie jak, dopamina i noradrenalina 
oraz dodatkowo hamują syntezę doparniny (Fisher, Baldessarini 1971; Simert 
i wsp. 1978; Rózga, Szczerbań 1980; Bengtsson i wsp. 1985, 1986). Ten typ 
zaburzeń metabolicznych stanowi dominujący element w patogenezie zaburzeń 
mózgowych (Lam, McClain 1973).

Katabolizm amin biogennych dokonuje się głównie na drodze dezaminacji 
oksydatywnej, a jednym z kluczowych enzymów tej reakcji jest monoaminook- 
sydaza (МАО) - ЕС 1.4. 3. 4. Na uwagę zasługuje fakt, że w korze ludzkiego 
i szczurzego mózgu oraz w móżdżku najbardziej wybiórczymi substratami dla
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MAO jest 5 hydroksytryptofan, beta-fenyloalanina oraz tyramina (Arai i wsp. 
1986; Sullivan, Mc Donnell 1986).

Rozważania powyższe skłoniły nas do przebadania zachowania się aktyw
ności МАО w homogenatach kory i móżdżku szczurów, w różnym czasie po 
zespoleniu wrotno-czczym. Celem pracy było wykazanie, czy istnieje zależność 
pomiędzy ewentualnymi zmianami aktywności MAO a czasem jaki upłynął od 
dnia zabiegu. W założeniach naszych upływający czas miał być miarą 
narastania zmian metabolicznych w OUN.

MATERIAŁ I METODY

Do doświadczenia użyto 32 szczury szczepu Wistar, samce w wieku
3 miesięcy, o masie ciała 190 — 200 g. Przez czas eksperymentu zwierzęta 
przebywały w pomieszczeniu o temperarurze 21 — 23°C, wilgotności względnej 
około 60 — 70% oraz w cyklu dzień/noc: 12/12 godzin, otrzymując dietę 
standardową i wodę do woli. Po tygodniu adaptacji do warunków otoczenia 
zwierzęta podzielono na 4 grupy, po 8 szczurów w każdej. W grupie 
1 kontrolnej , w dniu oznaczonym jako dzień „0” w znieczuleniu eterowym 
wykonywano operację pozorowaną. Zabieg polegał na otwarciu jamy brzusz
nej z cięcia środkowego, wypreparowaniu żyły wrotnej z otaczających ją 
tkanek, a następnie założeniu mikrozacisku naczyniowego na żyłę wrotną na 
10 minut. Okres 10 minut stanowi średni czas potrzebny do wykonania 
przetoki wrotno-czczej sposobem koniec do boku u szczura. Po tym czasie 
zacisk zdejmowano i zamykano jamę brzuszną szwem ciągłym jednowarst
wowym. Zwierzętom grup badanych 2, 3, 4 w znieczuleniu eterowym wykony
wano przetokę wrotno-czczą sposobem koniec do boku metodą Lee i Fishera 
(1961). Zespolenie żyły wrotnej z żyłą próżną dolną wykonywano szwem 
ciągłym Novafil grubości 10/0 firmy Davis and Geck. Dzień zabiegu oznaczano 
również jako dzień „0”. Wszystkie zabiegi na zwierzętach wykonywano 
w godzinach przedpołudniowych między 8.00 a 11.00. Szczury zabijano przez 
dekapitację po 18 godzinnej głodówce w następujących przedziałach czaso
wych: grupę 2 po 20 dniach, grupę 3 po 40 dniach, a grupę kontrolną i grupę
4 po 60 dniach od zabiegu. Natychmiast po dekapitacji głowy szczurze 
umieszczano w zamrażarce na okres 20 minut. Po tym czasie zdejmowano 
skórę wraz z powięzią, otwierano jamę czaszki i po przecięciu nerwów 
wzrokowych wyjmowano mózgowie na szklaną płytkę umieszczoną w łaźni 
lodowej (mieszanina lodu z solą kuchenną w proporcji 1:1). Pod kontrolą lupy 
operacyjnej, usuwano opony mózgowe wraz z naczyniami krwionośnymi, 
następnie oddzielano móżdżek oraz bardzo dokładnie preparowano korę 
mózgową, oddzielając ją od reszty mózgowia. Wypreparowane w ten sposób 
tkanki ważono, umieszczano w ściśle określonej ilości 0,15 M KC1 oziębionego 
do temperatury 0°C i sporządzano ostatecznie 1 % homogenat w homo- 
genizatorze typu Potter-Elvehjem w układzie szkło-teflon przy 2 000 obrotów 
tłoka na minutę, przez okres 3 minut. Całość homogenizacji prowadzono
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również w temperaturze 0°C. W tak przygotowanych homogenatach kory 
mózgowej oraz móżdżku oznaczano aktywność МАО metodą Mc Evena 
i Hawkinsa (1963), wyrażając ją w nanomolach benzaldehydu na g tkanki. 
Uzyskane w ten sposób wyniki poddano analizie statystycznej, posługując się 
testem t Studenta, przyjmując za poziom istotności p<0,05. Wyniki obliczeń 
statystycznych zestawiono w tabelach 1 i 2 oraz przedstawiono graficznie na 
rycinie 1.

WYNIKI

Analizując zachowanie się aktywności МАО, w homogenatach kory 
mózgu, uderza systematyczny wzrost jej aktywności do 40 dnia po zabiegu. Po 
20 dniach od zespolenia wrotno-czczego aktywność ta była o połowę wyższa 
niż w grupie kontrolnej, natomiast w 40 dniu już prawie dwukrotnie prze
kroczyła tę wartość. Przyrost aktywności МАО w 60 dniu był najwyraźniejszy
i przekroczył ponad trzykrotnie wartości grupy kontrolnej. Nieco inne spo
strzeżenia poczyniliśmy obserwując aktywność enzymu w homogenatach 
móżdżku. Po pierwszych 20 dniach od zabiegu aktywność enzymu wzrosła 
ponad dwukrotnie, a w 40 dniu była trzykrotnie wyższa w stosunku do 
wartości grupy kontrolnej. Narastanie zmian aktywności МАО między 40 a 60 
dniem po operacji było wolniejsze i pod koniec eksperymentu przekroczyło 
ponad dwukrotnie wartości grupy kontrolnej (tab. 1).

Wyniki przedstawione w tabeli 2 porównują zmiany aktywności МАО, 
w korze mózgu i w móżdżku, pomiędzy grupami zwierząt z wykonanym 
zespoleniem wrotno-czczym. Różnice w aktywności enzymu w korze mózgowej 
między 20 a 40 dniem były mniejsze niż między 20 a 60 dniem po zabiegu. 
Największy przyrost aktywności МАО obserwowano między 40 a 60 dniem po 
operacji. Inaczej prezentują się wyniki oznaczeń aktywności МАО w homo
genatach móżdżku. Największe przyrosty aktywności obserwowano między 20 
a 40 oraz 20 a 60 dniem po zabiegu. Różnice w aktywności tego enzymu 
pomiędzy grupą z 40 a 60 dniowym przeżyciem po operacji były niskie i nie 
mieściły się w granicach znamienności statystycznej.

Zmiany aktywności МАО, w korze mózgu i móżdżku szczurów, po 
zespoleniu wrotno-czczym narastają podobnie do 20 doby po zabiegu i dopiero 
po tym czasie występują wyraźne różnice w aktywności tego enzymu pomiędzy 
tymi dwiema strukturami (rye. 1).

O M ÓW IENIE

Przyczyn encefalopatii wrotnej u operowanych zwierząt należy upatrywać 
głównie w przecieku żylnym krwi wrotnej do krążenia ogólnego oraz w na
stępowym upośledzeniu czynności metabolicznych wątroby. Mając na uwadze 
niedostateczny katabolizm związków neurotoksycznych takich jak: amoniak, 
aminokwasy aromatyczne, aminy biogenne czy metionina (Cascino i wsp. 1978;
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Tabela 1. Aktywności МАО w homogenatach kory mózgu i móżdżku w 20, 40, 60 dobie po zespoleniu wrotno-czczym (PCS) sposobem koniec do boku 
Table 1. MAO activities in homogenates of cerebral cortex and cerebellum 20, 40 and 60 days after end to side portacaval shunt (PCS)

Grupa
Czas przeżycia po PCS
Survival time after PCS

Tkanka
Tissue

kontrolna Różnice między średnimi i znamienność
Control

dni dni ™ dni
Differences and significance between control and

group 20 , 
days

40 . 
days

60 , 
days

experimental groups

(1) (2) (3) (4) 1 - 2  t 1 - 3  t 1 - 4  t 3=

Kora mózgu 
Cerebral cortex

2,67 ±0,61 3,91 ±0 ,55 4,72 ±0 ,82 9,38 ±0,21 1,24 H—1—1—h 2,05 H—1—1—(- 6,71 +  +  +  +

70
оТГ
o'7Ç_

Móżdżek
Cerebellum

2,21 ±0 ,46 4,07 ±0 ,77 6,56 ±1 ,66 7,27 ±1,03 1,86 H—1—1—b 4,35 H—1—1—h 5,06 -t—1-—1—(-
ZСЛ

V

Wartości podano jako średnie badanych grup (nM/g tkanki) ±  odchylenie standardowe. Każda grupa liczyła 8 szczurów. 
Values are means (nM/g tissue) ±  SD. Number of animals in each group 8. 
n.s. — nieznamienne 
n. s. — non significant
p <  0,001 - +  +  +  +
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Tabela 2. Porównanie aktywności МАО w homogenatach kory mózgu i móżdżku po zespoleniu wrotno-czczym (PCS) sposobem koniec do boku 
Table 5. Comparison of MAO activities in homogenates of cerebral cortex and cerebellum after end to side portacaval shunt (PCS)

Czas przeżycia po PCS
Survival time after PCS

Różnice między średnimi i znamienność
Tkanka
Tissue

20 days 40„dnidays
s o ! “

days

Differences and significance between experimental groups

(2) (3) (4) 2 - 3 t 2 - 4  t 3 - 4  t

Kora mózgu 
Cerebral cortex

3,91 ±0,551 4,72 ±0,822 9,38 ±2 ,07 0,810 +  + 5,47 +  +  +  +  4,66 +  +  +  +

Móżdżek
Cerebellum

4,07 ±0 ,770 6,56 ±1 ,66 7,27 ±1,03 2,49 +  +  + 3,20 H—1—1—b 0,710 n. s.

Wartości podano jako średnie badanych grup (nM/g tkanki) ±  odchylenie standardowe. Każda grupa liczyła 8 szczurów. 
Values are means (nM/g tissue) ±  SD. Number of animals in each group 8. 
n. s. — nieznamienne 
n. s. — non significant
p <  0,02 - +  +  
p <  0,01 - +  +  +  
p <  0,001 - +  +  +  +
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п М /  1g tkanki  

n M /  1g tissue10

8

6

4

Kora mozgowa  

Cortex cerebri

2 Móżdżek

Cerebellum

dni
days

20 4 0 6 0

Rye. 1. Aktywność МАО w homogenatach mózgu i móżdżku szczura po zespoleniu wrot- 
no-czczym sposobem koniec do boku 

Fig. 1. MAO activity in homogenates of brain cortex and cerebellum after end to side portacaval
shunt

James i wsp. 1979; Ehrlich i wsp. 1980; Yuzo i wsp. 1981). Badania różnych 
regionów mózgu szczurzego potwierdziły wybitne zwiększenie ilości nieczyn
nych neuromediatorów po zespoleniu wrotno-czczym sposobem koniec do 
boku (Mans i wsp. 1984; Mans, Hawkins. 1986; Mans i wsp. 1987). Najbardziej 
charakterystyczne dla encefalopatii zmiany metaboliczne, cytowani autorzy 
obserwowali około 5 tygodnia po wykonanym zespoleniu. Wybrane przez nas 
przedziały czasowe badań celowo objęły ten i następny po nim czas. Jednocześ
nie było wiadome, że najbardziej selektywnymi substratami dla МАО po
chodzącej z kory mózgu i móżdżku szczura są właśnie 5-hydroksytryptofan, 
beta-fenyloalanina oraz tyramina (Arai i wsp. 1986; Sullivan, Mc Donnell.
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1986), a więc „fałszywe”, względnie nieczynne neuroprzekaźniki, którym 
przypisuje się zasadniczą rolę w powstawaniu encefalopatii wrotnej. Dodat
kową zachętą do podjęcia naszych badań były spostrzeżenia Bengtssona i wsp. 
(1985, 1986), którzy już od pierwszej doby po zabiegu, w większości struktur 
mózgu szczura, obserwowali wzrost magazynowania 5-hydroksytryptofanu, 
połączony ze wzrostem aktywności hydroksylazy tryptofanowej. Opisywane 
zmiany były najwyraźniejsze w korze mózgu i śródmózgowiu. Liczne prace 
odnoszące zmiany poziomu określonych amin w poszczególnych strukturach 
mózgu do uwarunkowań behavioralnych (Björklund i wsp. 1973; Tricklebank 
i wsp. 1981; Martin i wsp. 1983) i równocześnie całkowity brak w dostępnym 
nam piśmiennictwie doniesień o enzymach degradujących te aminy skłoniły 
nas do przebadania tego problemu. Teoretycznie zakładany przez nas wzrost 
poziomu amin, w badanych strukturach mózgu, miał stymulować wzrost 
aktywności МАО odpowiedzialnej za ich degradację na zasadzie aktywowania 
enzymu przez zwiększenie poziomu substratu. Nie mamy bezpośrednich 
dowodów na podwyższenie poziomu tych amin w korze mózgu i w móżdżku 
szczurów, ale na podstawie prac Mansa i wsp. (1986, 1987), można przyjąć 
powyższe dane za wysoce prawdopodobne. Śledzenie dynamiki zmian en
zymatycznych pozwoliło nam monitorować wzrastającą aktywność enzymu 
w miarę upływu czasu od wytworzenia przetoki wrotno-czczej. W świetle 
powyższych danych wydaje się, że najbardziej realną przyczyną wzrostu 
aktywności МАО był podwyższony poziom amin, wybiórczych substratów 
tego enzymu. Różnice w narastaniu zmian aktywności МАО między korą 
mózgową a móżdżkiem trudne są do wyjaśnienia, warto jednak zaznaczyć, że 
istnieją również wyraźne różnice w narastaniu zmian anatomopatologicznych 
między tymi dwiema strukturami po zespoleniu wrotno-czczym (Kyu, Cava- 
nagh 1970; Mossakowski i wsp. 1977). U podłoża tych zmian leżą praw
dopodobnie poważne zaburzenia metaboliczne. Wyniki naszych badań jedno
znacznie wykazały, że po zespoleniu wrotno-czczym sposobem koniec do boku 
dochodzi do zmian aktywności МАО, jednego z enzymów odpowiedzialnych 
za degradację amin biogennych w OUN.

WNIOSKI

1. Chirurgiczne wytworzenie przetoki wrotno-czczej inicjuje wzrost aktyw
ności МАО w korze mózgu i w móżdżku szczurów.

2. Wzrost aktywności МАО w obydwu badanych tkankach koreluje 
z czasem, jaki upłynął od wykonania przetoki.

3. Istnieją wyraźne różnice w narastaniu zmian aktywności badanego 
enzymu pomiędzy tymi dwiema tkankami.
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EXPERIMENTAL INVESTIGATIONS ON THE PATHOM ECHANISM  
OF PORTAL ENCEPHALOPATHY.

I. ACTIVITY O F M O N O A M INE OXIDASE (MAO) IN BRAIN CORTEX  
A N D  CEREBELLUM O F RATS AFTER PORTACAVAL SHUNT.

S u m m a r y

Rats with portacaval shunt (PCS) were used as a model of hepatic encephalopathy and 
compared to sham operated controls. Neurochemical studies in rats have demonstrated increased 
activity of MAO in brain cortex and cerebellum at 20, 40 and 60 days after surgery. The greatest 
increase of MAO activity was seen 60 days after PCS.
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Zespolenie żyły śledzionowej z żyłą nerkową, a wkrótce potem żyły wrotnej 
z żyłą próżną dolną zapoczątkowało erę chirurgicznego leczenia nadciśnienia 
w przebiegu marskości wątroby (Whipple 1945). Zabiegi chirurgiczne obniżają 
ciśnienie wrotne, usuwają groźbę śmiertelnego krwotoku z żylaków przełyku, 
ale w blisko połowie przypadków występują powikłania pod postacią en
cefalopatii wrotnej (Nielubowicz i wsp. 1978). Chirurgiczne połączenie żyły 
wrotnej z żyłą próżną dolną wykonuje się najczęściej sposobem koniec do 
boku, techniką zapoczątkowaną przez Whiple’a (1945), względnie metodą bok 
do boku zaproponowaną przez Mariona i wsp. (1979). Pierwszy sposób 
całkowicie ogranicza dopływ krwi trzewnej wraz z substancjami odżywczymi 
do wątroby, w drugim przypadku dopływ ten jest ograniczony częściowo. 
Wiadomo, że przyczyn encefalopatii wrotnej należy upatrywać głównie w prze
cieku żylnym krwi wrotnej do krążenia ogólnego oraz w upośledzeniu 
czynności detoksykacyjnych wątroby w wyniku postępujących zmian mars
kich. W badaniach doświadczalnych łatwo jest wyeliminować postępujące 
zmiany marskie wątroby, przez użycie do tych badań zdrowych zwierząt. 
Również sam przeciek żylny można regulować przez całkowite, względnie 
częściowe ograniczenie dopływu krwi wrotnej do wątroby wykonując dwa 
różne zespolenia wrotno-czcze.

Wyniki badań przedstawione w poprzednim naszym doniesienu (Rokicki 
i wsp. 1989) wykazały postępujący w miarę upływu czasu wzrost aktywności 
monoaminooksydazy w korze mózgowej i móżdżku szczurów po zespoleniu 
wrotno-czczym, sposobem koniec do boku. Celem obecnej pracy jest znalezie
nie odpowiedzi na pytanie „Czy rodzaj zespolenia wrotno-czczego, a więc czy
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częściowy lub całkowity przeciek krwi wrotnej (omijającej częściowo lub 
całkowicie wątrobę) do krążenia ogólnego będzie miał wpływ na aktywność 
tego enzymu w korze mózgowej i móżdżku szczurów”?

MATERIAŁ I M ETODY

Grupę kontrolną oraz grupy zwierząt z zespoleniem wrotno-czczym sposobem 
koniec do boku stanowiły szczury użyte w poprzednim doświadczeniu (Rokicki 
i wsp. 1989). Dodatkowe 3 grupy doświadczalne stanowiły 24 szczury sparowa
ne z poprzednimi pod względem ilości w tych grupach oraz masy ciała, wieku 
i warunków hodowlanych. Szczurom tym wykonywano zespolenie wrot- 
no-czcze sposobem bok do boku, metodą opracowaną w naszym Zakładzie. 
W znieczuleniu eterowym otwierano zwierzęciu jamę brzuszną cięciem środ
kowym. Po przemieszczeniu jelit na lewą stronę preparowano z otaczających 
tkanek żyłę próżną dolną od wysokości prawej żyły nerkowej do miejsca jej 
zetknięcia z miąższem wątrobowym oraz żyłę wrotną od wysokości żyły 
odźwiernikowej aż do żyły trzustkowej. Na tak wypreparowane żyły zakładano 
przewiązki jedwabne grubości 2/0, które lekko zaciągano, przez co ograniczano 
odpływ i dopływ krwi do obu tych żył. Następnie przez pociąganie przewiązek 
zbliżano obie żyły do siebie tak, aby stykały się ze sobą. Kaliber żyły próżnej 
dolnej i odległość pomiędzy żyłą odźwiernikową a trzustkową wyznaczały 
wielkość zespolenia. Po wycięciu, zaokrąglonymi nożyczkami, otworu w żyle 
próżnej dolnej i podłużnym przecięciu między obu przewiązkami żyły wrotnej, 
dokładnie wypłukiwano 0.9% NaCl skrzepy z żył, a następnie wykonywano 
zespolenie żylno-żylne jednowarstwowym, ciągłym szwem naczyniowym stosu
jąc nici Novafil 10/0 firmy Davis and Geck. Po wykonaniu zespolenia 
kontrolowano krwawienie, odpowiednio układano trzewia w jamie brzusznej, 
którą zamykano szwem jednowarstwowym. Zwierzęta zabijano po 20, 40 i 60 
dniach od zabiegu operacyjnego, a w wyizolowanej korze mózgowej i móżdżku 
oznaczano aktywność monoaminooksydazy (МАО), omówioną w poprzednim 
doniesieniu metodą. Uzyskane wyniki doświadczeń poddano analizie statys
tycznej testem t  Studenta przyjmując za poziom istotności p < 0,05. Wyniki 
obliczeń statystycznych przedstawiono w tabeli 1 oraz porównano z wynikami 
uzyskanymi w poprzednim doniesieniu w tabelach 2 i 3 i przedstawiono 
graficznie na rycinie 1.

WYNIKI

Aktywność МАО, w korze mózgowej szczurów po zespoleniu wrot
no-czczym sposobem bok do boku na tle wartości grupy kontrolnej, wykazuje 
cechy fazowości. Po pierwszych 20 dniach od zabiegu obserwowano znamien
ny wzrost aktywności, potem w 40 dniu powrót do wartości zbliżonych do 
grupy kontrolnej, by pod koniec eksperymentu stwierdzić ponowny wzrost 
aktywności enzymatycznej do wartości nieco wyższych niż stwierdzane w 20 
dniu po zabiegu. Równolegle aktywność enzymu w homogenatach móżdż-
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Tabela 1. Aktywności МАО w homogenatach kory mózgu i móżdżku w 20, 40 i 60 dobie po zespoleniu wrotno-czczym (PCS) sposobem bok do boku 
Table 1. MAO activities in homogenates of ccrebral cortex and in cerebellum on 20, 40 and 60 days after side to side portacaval shunt (PCS)

Tkanka
Tissue

Grupa
kontrolna

Czas przeżycia po 
Survival time after

PCS
PCS Różnice między średnimi i znamienność

Control
group

(1)

20 d̂nl days 
(2)

40„dm
days

(3)

6 0 dm
days

(4)

Differences and significance between control and 
experimental groups

1 - 2  t 1 - 3  t 1 - 4  t

Kora mózgu 
Cerebral cortex

2,67 ±0,61 4,27 ±0 ,79 3,20 ±0,65 4,48 ±0 ,99 1,60 4—b H—h 0,530 n. s. 1,97 +  +  +  +

Móżdżek
Cerebellum

2,21+0,46 2,61 ±0 ,80 2,51 ±0,88 3,47 ±0 ,69 0,400 n. s. 0,300 n. s. 1,26 +  +  +  +

Wartości podano jako średnie badanych grup (nM/g tkanki) ±  odchylenie standardowe. Każda grupa liczyła 8 szczurów. 
Values are means (nM/g tissue) ±  SD. Number of animals in each group 8. 
n. s. — nieznamienne 
n. s. — non significant 
p <  0,001 - H—I—I—I-
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Tabela 2. Porównanie aktywności МАО w homogenatach kory mózgu po zespoleniu wrot
no-czczym (PCS) sposobem koniec do boku i sposobem bok do boku 

Table 2. Comparison of MAO activities in homogenates of cerebral cortex after end to side and side
to side portacaval shunt (PCS)

Rodzaj
zespolenia

Czas przeżycia po 
Survival time after

PCS
PCS

Type of 
anastomosis 20 !*ni 

days
40 j dni

days
60 ,dni 

days

Koniec do boku 
End to side

3,91 ±0,551 4,72 ±0,822 9,38 ±2 ,07

Bok do boku 
Side to side

4,27 ±0 ,790 3,20 ±0,654 4,48 ±0,992

Różnica
Difference

0,36 1,52 4,90

Znamienność
Significance

n. s. +  +  + +  +  +  +

Wartości podano jako średnie badanych grup (nM/g tkanki) ±  odchylenie standardowe. Każda 
grupa liczyła 8 szczurów.
Value are means (nM/g tissue) ±  SD. Number of animals in each group 8.
p <  0.01 - +  +  +  
p <  0.001 - +  +  +  +

Tabela 3. Porównanie aktywności MAO w homogenatach móżdżku po zespoleniu wrotno-czczym 
(PCS) sposobem koniec do boku i sposobem bok do boku 

Table 3. Comparison of MAO activities in homogenates of cerebellum after end to side and side to
side portacaval shunt (PCS)

Rodzaj
Czas przeżycia po 
Survival time after

PCS
PCS

zespolenia 
Type of 
anastomosis

2 0 dni
days

40 !*“  
days

60 ,dni 
days

Koniec do boku 
End to side

4,07 ±0 ,770 6,56 ±1,66 7,27 ±1,03

Bok do boku 
Side to side

2,61 ±0,806 2,51 ±0,876 3,47 ±0,692

Różnica
Difference

1,46 4,05 3,80

Znamienność
Significance +  +  4- +  +  +  + +  +  +  +

Wartości podano jako średnie badanych grup (nM/g tkanki) ±  odchylenie standardowe. Każda 
grupa liczyła 8 szczurów.
Value are means (nM/g tissue) ±  SD. Number of animals in each group 8.

p <  0.01 - +  +  +  
p <  0.001 - +  +  +  +
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kowych narastała znacznie wolniej i do 40 dnia od zespolenia nie stwierdzano 
zmian statystycznie znamiennych w porównaniu z grupą kontrolną, natomiast 
w 60 dniu od zabiegu przyrost aktywności МАО był już wysoce znamienny 
(tab. 1).

Bardzo ciekawie przedstawiają się dynamicznie śledzone, w czasie, porów
nania aktywności МАО kory mózgowej szczurów po dwóch różnych sposo
bach zespolenia wrotno-czczego. Po 20 dniach od zabiegu wzrost aktywności 
enzymu w obu grupach był prawie identyczny. Wyraźne różnice obserwowano 
dopiero od 40 dnia po operacji. Po zespoleniu sposobem koniec do boku 
stwierdzano wzrost aktywności МАО, podczas gdy po zespoleniu sposobem 
bok do boku spadek aktywności enzymatycznej. W 60 dniu obserwacji różnice 
w aktywnościach enzymu pomiędzy porównywanymi grupami były znaczne. 
Wzrost aktywności МАО w grupie zwierząt po zespoleniu sposobem bok do 
boku był znacznie mniejszy niż w grupie po zespoleniu koniec do boku (tab. 2).

n M / 1 g  tkanki 
n M / І д  tissue10

1 Kora mózgowa Cortex cerebri PCS E - S  

2 Móżdżek Cerebellum PCS E -S  

3 Kora mozgowa Cortex cerebri PCS S - S  / 

4 Móżdżek Cerebellum PCS S - S  /8

6

4

2

dni
days

604020

Rye. 1. Aktywność MAO w korze mózgowej i w móżdżku po dwóch różnych sposobach zespolenia
wrotno-czczego

Fig. 1. MAO activity in homogenates o f brain cortex and cerebellum after two different portacaval
shunts
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Różnice w aktywności МАО, w móżdżku szczurów porównywanych grup, 
były statystycznie znamienne już w 20 dniu po operacji, jeszcze znaczniejsze po 
40 dniach i bardzo zbliżone do nich w 60 dniu obserwacji. Różnice te 
spowodowane były znacznie większym przyrostem aktywności МАО po 
zespoleniu sposobem koniec do boku, niż w przypadku zespolenia bok do 
boku (tab. 3).

Przedstawione graficznie dane z tabel 1, 2 i 3 wyraźnie uwidaczniają różnice 
we wzroście aktywności МАО w korze mózgowej i móżdżku szczurów 
w zależności od sposobu zespolenia oraz czasu trwania doświadczenia (rye. 1).

O M Ó W IEN IE

Zaobserwowano, że zespolenie wrotno-czcze sposobem koniec do boku 
powodujące całkowity przeciek krwi wrotnej do krążenia dużego, dają w porów
naniu do zespolenia wrotno-czczego sposobem bok do boku, znacznie większy 
wzrost aktywności МАО zarówno w korze mózgowej, jak i w móżdżku. Gdyby 
jedną z miar narastania zmian patofizjologicznych w ośrodkowym układzie 
nerwowym był wzrost aktywności МАО (co staraliśmy się udowodnić w I częś
ci pracy), to z punktu widzenia metabolicznego, zespolenie sposobem bok do 
boku byłoby korzystniejsze. Wydaje się logiczne, że częściowy przeciek krwi 
wrotnej, bogatej w związki toksyczne, do krążenia ogólnego powinien wywołać 
mniejsze zmiany niż przeciek całkowity. Poparciem tych wywodów są dane 
literaturowe opisujące mniej nasilone zmiany niektórych parametrów surowicy 
krwi oznaczane po zespoleniu sposobem bok do boku (Warren i wsp. 1967; 
Marion i wsp. 1979; Warren i wsp. 1982; Spina i wsp. 1988). Stwierdzono, 
również mniejszy odsetek przypadków encefalopatii pozespoleniowej przy tzw. 
„zespoleniach obwodowych” reprezentujących częściowy przeciek krwi wrotnej 
do krążenia ogólnego (Guzman i wsp. 1977; Henderson i wsp. 1984; Balique, 
Lemeur 1987; Nagasue i wsp. 1987). Nie bylibyśmy jednak obiektywni nie 
przytaczając doniesień o braku różnic metabolicznych po dwóch różnych 
sposobach zespoleń wrotno-czczych (Galambos, James 1976; Rosen i wsp. 
1977; Nielubowicz i wsp. 1978). Rosnąca aktywność МАО w korze mózgowej 
i móżdżku szczurów, uwarunkowana dłuższym okresem funkcjonowania 
przetoki żylnej, zdaje się również potwierdzać spostrzeżenia, że upływający 
czas może odgrywać ważną rolę w narastaniu zmian metabolicznych w ośrod
kowym układzie nerwowym (Mossakowski i wsp. 1977; Bengtsson i wsp. 1985; 
de Boer i wsp. 1986; Rokicki i wsp. 1989). Zdajemy sobie sprawę, że 
prezentowana praca nie daje pełnych podstaw do tego typu interpretacji 
uzyskanych wyników, gdyż istnieje wiele pytań, na które na obecnym etapie 
badań nie można odpowiedzieć.

W NIOSKI

1. Sposób zespolenia wrotno-czczego rzutuje na wzrost aktywności МАО 
w korze mózgu i w móżdżku szczurów.
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2. Wzrost aktywności МАО koreluje z czasem jaki upłynął od zabiegu.
3. Największe różnice w przyroście aktywności badanego enzymu obser

wowano w 60 dniu po zabiegu, niezależnie od rodzaju analizowanych struktur 
mózgowych, uwzględniając jedynie sposób zespolenia.

EXSPERIMENTAL INVESTIGATIONS O N THE PATHOM ECHANISM  
OF PORTAL ENCEPHALOPATHY.

II. ACTIVITY O F M O N O A M IN E  OXIDASE (MAO) IN RAT BRAIN AFTER 
TWO DIFFERENT M ETHODS O F PORTACAVAL SH U N T

S u m m a r y

The authors present effect of the end to side portacaval shunt (E-S PCS) and side to side 
portacaval shunt (S-S PCS) on monoamin ne oxidase (MAO) activity in brain cortex and 
cerebellum of rats. There were significant differences between two experimental models of PCS. 
Our results show greater increase in MAO activity after end to side portacaval shunt.
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Kainie acid (KA), a rigid analog of glutamate with potent neuroexcitatory 
and neurotoxic property, has been largely elaborated in various experimental 
models by administration to different brain areas (McGeer et al. 1978b). Its 
toxic effect, inducing similar neuropathological changes in the striatum to that 
occurring in the brain of patients with Huntington’s disease, was tested in an 
animal model of this degenerative disorder (Coyle, Schwarcz 1976; McGeer, 
McGeer 1976; Mason, Fibiger 1978, 1979). The etiology of Huntington’s 
disease as well as effective therapy remain unknown. Recently Tiapride (N-) 
diethyl-aminoethyl (-2-methoxy-5-methyl-sulphonyl-benzamide hydrochloride) 
has been employed in a variety of dyskinesias including Huntington’s chorea, 
because of its beneficial effect on involuntary movements (Price et al. 1978; 
Buruma et al. 1982; Ross et al. 1982).

Our previous results in  v i t r o  showed that KA induced morphological 
changes in glial cells and in some kinds of neurons (Matyja, Renkawek 1982; 
Renkawek et al. 1982). These results suggested that there is some similarity 
between in  v i t r o  and in  v ivo  alterations providing a useful animal model of 
Huntington’s disease. The present study was undertaken to compare the 
ultrastructural changes obtained after KA and КА/Tiapride administration to 
the cerebellum and striatum cultures. The purpose of this study was to 
determine the effect of Tiapride on the neuron and glia structure in cultures 
which had been submitted to KA treatment.

MATERIAL AN D M ETHODS

The organotypic cultures were prepared from the cerebellum and striatum 
of newborn Wistar rats. Tissue sections were placed on collagen-coated 
coverslips and maintained in Maximow double assemblies or in Carrel flasks at
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36.5°C. The nutrient medium, consisted of 50% human serum, 40% Earle’s 
solution, 10% chick embryo saline extract supplemented with glucose to a final 
concentration of 600 m g/100 ml medium. There were two experimental groups. 
The first group consisted of selected cultures which after 7 and 14 days of 
maintenance in standard conditions were treated with medium containing 
10“ 3M Kainie Acid (Sigma) for succesive 3 and 7 days. The second group 
included 7-and 14-day-old cultures exposed to medium containing 10"3M 
Kainie Acid and 10 mg% Tiapride for 3 and 7 days respectively. Control 
cultures were grown in standard conditions. During the experiment the 
cultures were examined under a light microscope, and at appropriate intervals 
they were processed for electron microscopy by fixation in cold 2% glutaral- 
dehyde for 0.5 h. The tissues were rinsed in cocadylate buffer pH 7.2 for 1 h, 
postfixed in osmium tetroxide, dehydrated and embedded in Epon 812. 
Ultrathin sections were counterstained with uranyl acetate and lead citrate and 
then examined in a JEM 100B electron microscope.

RESULTS

Under the light microscope in the striatum and cerebellum i n  v i t r o ,  treated 
with KA and KA/Tiapride no differences in the growth and cell differentiation 
were observed.
Striatum: The ultrastructural picture of the control cultures of the striatum, 
maintained 7 days in nutrient medium, displayed small or medium size neurons, 
a few large neurons and glia cells (Fig. 1). Most of the astroglia represented the 
protoplasmic type of glia with round or oval nucleus and relatively pale 
cytoplasm containing short channels of granular endoplasmic reticulum 
(GER), free ribosomes, mitochondria and Golgi apparatus. A few gliofilaments 
and micro tubules were seen only occasionally. After 14 days in  v i t r o  the 
cultures were more differentiated exhibiting numerous synaptic boutons 
containing small round, electron lucent or dense-core vesicles of various size.

In the experimental groups of striatum cultures exposed to KA treatment, 
the astrocytes were preferentially affected, whereas the majority of neurons did 
not reveal significant abnormalities. Slight ultrastructural changes disclosing 
nonspecific damage of mitochondria were seen sporadically in the neuronal 
cytoplasm. Axon terminals in the explant were filled with synaptic vesicles of 
different size. Synaptic boutons contained numerous small, round, clear 
vesicles; a few dense-core vesicles were observed as well. In the 7 day-old 
striatum treated with KA for the following 3 days the glial cells showed 
remarkable swollen, electron-lucent cytoplasm containing only a few riboso
mes, enlarged short channels of GER and severely damaged mitochondria 
(Fig. 2). Sometimes a few thin gliofilaments were visible in the pale cytoplasm 
the astrocytes. Some of the glial processes were also swollen and they were
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Fig. 1. Control culture of striatum 7 days in vitro (DIV). Medium size neurons, x 11000  
Rye. 1. Hodowla kontrolna prążkowia 7 dni in vitro (DIV). Neurony średniej wielkości. Pow.

11 OOOx

devoid of organelles. The striatum exposed to KA for 7 days showed similar 
changes of the glial ceils. Gliofilaments and gliotubules were rarely encoun
tered.

In 14 day cultures of the striatum kept in standard conditions, exposed 
afterwards to KA for 3 and 7 days respectively, the astroglia in the outgrowth 
zone and in the explant revealed advanced morphological changes. Most of the 
astrocytes were swollen and contained destroyed mitochondria without cristae 
or filled with granular, dark matrix. Golgi apparatus was often enlarged and 
dilatation of GER channels was prominent. The cytoplasm of glial cells was 
sometimes filled with numerous vesicles and vacuoles. Some of the astrocytes 
had a characteristic appearence of fibrous astroglia owing to a great ac
cumulation of gliofilaments scattered in the cytoplasm. A lot of glial processes 
was greatly swollen and contained numerous vacuoles. Some of the perivas
cular endfeets were also dilated and enlargement of GER channels was 
observed.
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Fig. 2. Culture of neostriatum 7 DIV +  3 days of KA exposure. Severely altered glial cell exhibiting 
damaged mitochondria (MT), dilated channels of endoplasmic reticulum and va

cuoles (V). X 15 000
Rye. 2. Hodowla prążkowia 7 DIV +  3 dni działania KA. Znacznie zmieniona komórka glejowa 
zawierająca uszkodzone mitochondria (MT), poszerzone kanały siatki śródplazmatycznej oraz

wakuole (V). Pow. 15 000x

In all groups of the striatum cultures treated with KA and Tiapride 
containing medium, ultrastructural examination revealed similar morphologi
cal abnormalities as those observed in the cultures of striatum exposed to KA 
alone. Most of the neurons remained intact or showed slight morphological 
changes. The affected glial cells displayed swelling of the cytoplasm and 
severely damaged mitochondria (Fig.3). In the older cultures a great amount of 
gliofilaments or tubules could be seen. Axon terminals contained various types 
of synaptic vesicles, nevertheless the adjoining dendritic processes were intact 
(Fig. 4).
Cerebellum: The control cultures of the cerebellum displayed a lot of granular 
cells, Purkinje neurons with characteristic parallel GER channels and other 
neurons. The glial cells were represented by protoplasmic astrocytes (Fig. 5).

In cultures of the cerebellum after KA administration both the neurons and 
the glial cells revealed ultrastructural changes. The neuronal changes were
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Fig. 5. Culture of neostriatum treated with KA and Tiapride showing similar changes as in Fig. 2. 
Severely damaged mitochondria (MT), dilated channels of granular endoplasmic reticulum (GER)

and vacuoles (V). x 15 000 
Rye. 3. Hodowla prążkowia poddana działaniu KA oraz Tiapridu wykazująca zmiany analogiczne 
do pokazanych na ryc. 2. Uszkodzone mitochondria (MT), poszerzone kanały siatki śródplaz- 

matycznej ziarnistej (GER) oraz wakuole (V). Pow. 15 0 0 0 x

confined mostly to the Purkinje cells, whereas the granular cells seemed to be 
less affected. In the cytoplasm of Purkinje cells numerous damaged mitochond
ria without cristae, dilated channels of GER and Golgi complex, and 
accumulation of vacuoles and vesicles were noted. The glial cells were 
markedly affected and exhibited distinct alterations of the organelles. In the 
7-day cultures i n  v i t r o  treated with KA for 3 or 7 days, the swelling of the 
astrocytic cytoplasm and dilatation of GER channels were evident. Some of the 
cells had a “watery” appearance i. e. pale, electron-lucent cytoplasm devoid of 
organelles (Fig. 6). In 14-day-old cultures of the cerebellum exposed to К A 
treatment the neuronal damage was accompanied by advanced glial changes. 
The enlarged channels of endoplasmic reticulum were often filled with 
amorphous fine or granular material. Some of the astrocytes contained 
numerous thin gliofilaments or gliotubules.
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Fig. 4. Numerous unchanged axon terminals in the explant of striatum culture treated with К A and
Tiapride. x 60 000

Rye. 4. Liczne niezmienione zakończenia aksonalne w eksplantacie hodowli prążkowia poddanej 
działaniu KA i Tiapridu. Pow. 6 0 0 0 0 x

Fig. 5. Control culture of cerebellum. Cluster of neurons, x 15000 
Rye. 5. Hodowla kontrolna móżdżku. Grupa neuronów. Pow. 15 000 x  

Fig. 6. Culture of cerebellum, 3 DIV +  7 days of KA treatment. Glial cell (G) exhibiting 
electron-lucent, empty cytoplasm. Damaged neuron (N) containing altered organelles, x 11 000 
Rye. 6. Hodowla móżdżku 3 DIV +  7 dni działania KA. Komórka glejowa (G) odznaczająca się 
elektronowo-przezierną, pozbawioną organelli cytoplazmą. Uszkodzony neuron zawierający zmie

nione organelle. Pow. 11 000 x
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The morphological changes induced by KA were not cancelled by Tiapride 
treatment. However, in some cultures ultrastructural changes, especially in the 
glial cells, were less pronounced as compared with those in corresponding 
cultures treated with К A (Fig. 7). Moreover, after Tiapride administration, 
a great amount of glycogen particles both in the cytoplasm and processes were 
visible. Glycogen granules were present mostly in the astrocyte cytoplasm but 
they were also observed in some neurons (Fig. 8). Glycogen granules were 
rarely visible in KA-treated cultures and in the control cultures.

DISCUSSION

The present study did not reveal significant differences between the 
ultrastructural changes in the striatum and cerebellum i n  v i t r o  induced by KA 
and in the cultures treated simultaneously with KA and Tiapride. The cultures 
showed the same pattern of glial reaction consisting of swelling of the 
cytoplasm, degeneration of the organelles and accumulation of gliofibrils or 
tubules. The effect of KA on the cerebellum and striatum in  v i t r o  inducing such 
intensive glial reaction is regarded as a primary response of glial cells to the 
toxic action of KA (Renkawek et al. 1982; Matyja, Renkawek 1982; Matyja 
1986). It is noteworthy that in the cerebellum culture both neurons and glial 
cells were affected, whereas in the striatum cultures large neurons as well as 
small ones remained intact. This selective damaging effect of KA to some 
neurons can be connected with the well-known fact that KA acts on 
postsynaptic glutamate receptors (McGeer et al. 1977; Biziere, Coyle 1979; 
Nadler 1979) or on seperate specific receptors sensitive to KA (Hall et al. 1978; 
Henke, Cuénod 1979; Seil et al. 1979), but the vulnerability of neurons depends 
on the intact glutamergic input (Biziere, Coyle 1978; Köhler et al. 1978; 
McGeer et al. 1978a; Streit et al. 1980; Nadler et al. 1981). It seems that striatum 
neurons in  v i t r o  did not react to KA because of the lack of cortico-striatal 
connection in tissue culture determined the continuity of the glutamergic 
pathwav (Panula 1980; Matyja 1986). Moreover, it was shown that KA acts on 
a special class of glutamergic receptors characterized by unique pharmacologi
cal profiles of regional distribution in the brain areas (Monaghan et al. 1983). 
The morphological findings and electrophysiological studies suggested that KA 
binding-sites are primarily located on the postsynaptic side (Simon et al. 1976; 
tlenke 1979; Coyle et al. 1981). The presence of postsynaptic sites for KA

Fig. 7. Culture of cerebellum 14 DIV +  3 days of KA and Tiapride treatment. Severely swollen
glial cells. X 9000

Rye. 7. Hodowla móżdżku 14 DIV +  3 dni poddana działaniu KA i Tiapridu. Znaczne obrzmienie
komórek glejowych. Pow. 9 0 0 0 x  

Fig. 8. The same culture, cytoplasm of glial cell containing a great amount of glycogen particles 
after KA and Tiapride treatment, x 11000 

Rye. 8. Ta sama hodowla, cytoplazma komórki glejowej całkowicie wypełniona ziarnami 
glikogenu po podaniu К A i Tiapridu. Pow. IlOOx
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seemed to be responsible for the direct cytotoxicity of KA, but additional 
activation of the presynaptic receptors could stimulate a release of glutamate 
into the synaptic cleft (Ferkany, Coyle 1983). As a dopamine antagonist, 
Tiapride is preferentially active on supersensitive or abnormal dopamine 
receptors (Jenner et al. 1982).

The results of the present experiment showed enhanced cellular alterations 
induced by KA treatment which were not canceled by Tiapride administration. 
The supposed beneficial effect of Tiapride preventing cellular damage after KA 
treatment was not observed in tissue culture. This does not mean that the 
action of Tiapride was identical in clinical therapy and in the experiments with 
KA.

BADANIA M ORFO LO GICZNE HODOW LI M Ó Ż D Ż K U  I PRĄŻKOW IA PO D DAN YCH  
DZIAŁANIU KW ASU K AINOW EGO ORAZ KW ASU K AINOW EGO Z TIAPRIDEM

S t r e s z c z e n ie

Hodowle organotypowe prążkowia i móżdżku szczura poddano działaniu kwasu kainowego 
oraz jednoczesnemu działaniu kwasu kainowego i Tiapridu przez 3 i 7 dni. Hodowle utrzymywane 
w medium zawierającym KA wykazywały obecność nasilonych zmian zwyrodnieniowych dotyczą
cych głównie komórek glejowych. Uszkodzenia neuronów były mniejsze i dotyczyły głównie 
komórek Purkinjego w móżdżku. Równoczesne podanie KA i Tiapridu, leku zmniejszającego 
ruchy mimowolne w chorobie Huntingtona, nie znosi w pełni toksycznego działania kwasu 
kainowego. Po podaniu Tiapridu obserwowano natomiast znaczne gromadzenie glikogenu 
w komórkach glejowych i nerwowych.
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THE INFLUENCE OF VALPROIC ACID AND VITAMIN E*
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The results of recent experiments and clinical trials (Nikushkin et al. 1981;
Domagała 1986; Zaorska 1986; Ciechanowski 1987) have pointed out to 

various aspects of lipid metabolism and the effect of its disturbances on the 
homeostasis.

The brain and, in particular, myelin are characterized by a high content of 
lipids which in the former constitute 50% of the dry mass and in the latter 
more than 60% of its solid components (Łazarewicz, Bicz 1981). The brain 
lipids exhibit a specific and very stable composition. They are abundant in 
other organs and systems, too. In a normal adult brain only trace amounts of 
triglycerides, free fatty acids and cholesterol esters are present. Their concent
ration can be elevated in various pathologic states which lead among others, to 
formation of lipid peroxides (LP) and further to a synthesis of prostaglandins 
and leukotriens (Zaorska 1986). Several disturbances such as erythrocyte 
hemolysis, gene mutations, aging and nervous system pathology may result 
from an increased activity of lipid peroxides.

With regard to the central nervous system peroxides contribute to the 
development of cerebral stroke, to neoplastic processes and to various states 
with pathologically increased neuromediators leading to hyperstimulation 
(Nikushkin et al. 1981; Domagała 1986; Ciechanowski 1987). Recent reports 
have suggested a positive role of vitamin E (reducing free radicals and 
preventing oxidation of unsaturated fatty acids) in inhibition of epileptic 
seizures in cases when the former was applied together with phénobarbital 
(Kovalenko et al. 1984).

An animal model of cardiazol-induced seizures in rats was used by the 
authors who tried to find:

*The work was done within a research study R-15 on an account of Institute of Psychiatry 
and Neurology, Warsaw
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1. The effect of seizures on the levels of lipid peroxides in particular brain 
structures.

2. The influence of vitamin E — a scavenger of free radicals and of valproic 
acid - an anticonvulsant drug, applied separately or jointly on the levels of lipid 
peroxides.

3. Whether, if any, corelation exists between the changes in the lipid 
peroxides concentration and the feature of seizures.

MATERIAL A N D  M ETHODS

One hundred male Wistar rats with an average body weight of 300 g were 
used for the experiments. The animals were divided into six groups. 1) control, 
2) animals with cardiazol seizures, 3) animals given chronically vitamin E, 4) 
animals treated with vitamin E and given cardiazol, once, 5) animals treated 
with valproate and given cardiazol, once, 6) animals given chronically vitamin 
E with induced cardiazol seizures which, however, were preceded by administ
ration of valproate. After the seizures had ceased the rats were killed by 
decapitation. The method of Utley et al. (1967) was used for estimation of lipid 
peroxides in the following brain structures: cortex, hippocampus, corpus 
striatum, hypothalamus, medulla oblongata. The concentration of lipid peroxi
des was measured colorimetrically at 530 nm and the results are given as 
extinction units (EU) per 100 mg of wet tissue. In animals of all groups, there 
were estimated the time of the onset of seizures, their duration and the 
anticonvulsant properties of the substances used.

The animals were given: a) vitamin E for seven days in a dose 500 mg/kg 
through a gastric tube, b) cardiazol in a dose 70.0 mg/kg, subcutaneously, c) 
valproic acid (Vupral-Polfa) 200 mg/kg through a gastric tube. The rats were 
fed on standard granulated diet, being starved a day before experiment. Water 
was freely available.

RESULTS

The concentration of lipid peroxides in the cortex and hippocampus in the 
six groups of animals is shown in Fig. la.

The values of lipid peroxides (LP) in control animals were 0.66 +  0.024 
(cortex) and 0.105 +  0.009 EU (hippocampus). Vitamin E produced a significant 
decrease: to 0.049 +  0.003 EU in cortex and 0. 049 +  0.006 EU in hippocampus. 
In a similar manner behaved the levels of LP in the group of rats with 
cardiazol-induced seizures to whom either valproic acid alone or combined 
with witamin E were given.

Figure lb  illustrates the concentration of LP in corpus striatum, hypo
thalamus and in mesencephalon in the particular groups of rats. Control values 
of LP were 0.052 +  0.012, 0.068 +  0.007 and 0.062 +  0.007 EU, respectively. ïn 
rats with seizures the LP were increased though to a lesser degree than in
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cortex but their concentration was elevated accordingly to 0.102 +  0.013,
0.096 +  0.012 and 0.099 + 0.007 when compared to control values. In rats given 
vitamin E the levels of LP were found to be decreased beyond the control 
values and they amounted to 0.045 +  0.008 EU (striatum), and 0.037 + 0.006 EU 
(mesencephalon). The same effects (diminished LP levels) were observed in rats 
with cardiazol seizures after administration of Vupral combined vith vitamin E.

Figure lc shows the levels of LP in the rat cerebellum and medullary 
tissues. Control values were 0.080 +  0.012 EU and 0.073 +  0.013 EU, respec
tively. In rats with cardiazol seizures the LP concentration was higher and 
amounted to 0.121+0.020 and 0.079 +  0.008 EU in these two structures. In 
both of them vitamin E caused a statistically significant decrease of LP below 
control values, i.e. to 0.042 +  0.06 EU in the cerebellary tissue and to
0.034 +  0.009 EU in the medullary tissue. In rats with cardiazol seizures 
pretreated with vitamin E the levels of LP became normalized and at the time 
of seizures they amounted to 0.054 + 0.006 in cerebellum and 0.061 +0.008 EU 
in medulla oblongata. Similar normalization was observed in following 
treatment with valproic acid alone or combined with vitamin E.

Figure 2 illustrates the anticonvulsive influence of valproic acid and vitamin 
E in rats during cardiazol-induced seizures. In the rats with evoked seizures the 
latter developed in all animals after 55.0 +  3.2 s at average and they lasted for 
175+15.5 s In the rats pretreated with vitamin E, the cardiazol seizures 
appeared later i.e. after 70.0 + 3.4 s and their duration was similar to the former 
group. In the rats pretreated with Vupral the seizures occurred markedly later
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E w modelu drgawek kardiazolowych u szczurów

i.e. after 120.6 +  6.7 s, they lasted significantly shorter and had been developed 
in about 40% of the animals. The most interesting were the findings in the rats 
pretreated with Vupral combined with vitamin E. Cardiazol seizures in these 
animals became apparent at the very latest i.e. after 125.0 + 5.5 s at average, 
their duration was the shortest i. e. 48.0 + 4.5 s and they were observed in only 
36% of the rats.

DISCUSSION

The results demonstrated a statistically significant increase in the concent
ration of lipid peroxides at the peak of cardiazol induced seizures in those 
structures of the brain which are mediating and responsible for the spread of 
seizures. Pretreatment of rats with an antioxidant i.e. vitamin E, brought about 
an inhibition of oxidation of unsaturated fatty acids and of the formation of 
their toxic degradation products. Similar effects were observed after administ
ration of Vupral, too. The two substances given jointly i.e. Vupral and vitamin 
E increased the antioxidative activity which led to a normalization of the 
concentration of lipid peroxides in the course of cardiazol seizures.

Most interesting seemed to us an analysis of the features and the nature of 
cardiazol-induced seizures. A high correlation was found between the concent
ration of lipid peroxides and the intensity of cardiazol-induced seizures.

time lapse occuring 
of seizures 
czas do wystqpienia 
drgawek
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Valproic acid prolonged the time of the onset of the seizures and markedly 
shortened their duration, and in part of the animals (40%) it inhibited the 
seizures, totally. Administration of valproic acid together with vitamin 
E brought about a potentialization of anticonvulsant effect of Vupral which 
was manifested by a more prolonged time of onset of seizures, a marked 
shortening of their duration and total ceasing of them in 60% of animals. 
Similar findings have been reported by other authors (Smith et al. 1980) who 
successfully used phénobarbital as a preventive measure against formation of 
free radicals and lipid-peroxides in cases of cerebral ischemia.

Epileptic seizures in particular at the time of cluster attacks and s ta tu s  
e p i l e p t i c u s ,  are accompanied by a marked increase in the intracranial pressure 
and defective brain supply with blood (Gabor et al. 1984), that lead to 
anoxemic effects with severe consequences (Smith et al. 1980; Domagała 1986; 
Ciechanowski 1987). The function of nerve cells, including their intracellular 
organelles: lysosomes and mitochondria which are the resorvoir of many 
enzymes among others, of proteases, cyclo- and lipoxygenases, becomes 
disturbed. The effect of hypoxemia of cellular membranes consists in the 
destruction of their, lipid components from which arachidonic acid is liberated 
too. The latter becomes a substrate for the oxygenases. Thus, a cascade 
formation of lipid-peroxides and further of prostaglandins and leukotriens is 
mobilized in conjunction with free radicals (Zaorska 1986). This, in turn, 
enhances destructive effects responsible for development of pathological signs 
such as hypoxemia and brain oedema followed by seizures. Increased cell 
membrane premeability observed during epilepsy seizures (Kryzhanovsky et al. 
1984) enhances depolarization of proximal neurons which create a pathological 
generator of augmenting and widespreading stimulation. This in turn causes 
a derangment of the physical state of brain lipids that leads to a decreased 
antioxidative activity and in consequence to higher concentration of peroxides 
and lipids. Increased excitement (increase in number of epileptic impulses) 
results in the release of stimulatory neurotransmitters from the presynaptic 
membrane leading to the postsynaptic membrane hypopolarization and 
enhanced discharges. The results presented here appear to throw some light on 
the mechanism of seizure attacks in animals and will be followed by further 
studies on the role of lipid peroxides in the human epilepsy, in particular in 
children.

CO N C L U SIO N S

1. At the peak of cardia^l-induced seizures a statistically significant 
increase in lipid peroxides in all rat brain structures, especially in the cortex 
and cerebellum was found.

2. In the animal model of cardiazol seizures vitamin E decreased the 
concentration of lipid peroxides in the rat brain. The same effec^was achieved 
with Vupral. Combined administration of vitamin E and Vupral resulted in
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a more marked normalization of the brain lipid peroxide levels than when the 
former substances given separately.

3. A significant correlation between the concentration of lipid peroxides 
and the intensity of cardiazol seizures was observed. Vitamin E caused a delay 
in the onset of seizures. Vupral prolonged the time of the onset of seizures and 
shortened their duration; moreover, the drug prevented the occurrence of 
seizures in 40% of animals.

4. The two substances given jointly disclosed potentialization of the 
antinconvulsant effect. That action was revealed by later onset of seizures, their 
shorter duration and their inhibition in 60% of animals subjected to the 
experiment.

WPŁYW KWASU WALPROINOWEGO I WITAMINY E NA ZAWARTOŚĆ NADTLENKÓW  
LIPIDÓW  W M Ó ZG U SZCZURÓW  ORAZ OBRAZ DRGAW EK KARDIAZOLOW YCH

S t r e s z c z e n ie

Oceniono wpływ kwasu walproinowego (Vupral) i witaminy E na zawartość nadtlenków 
lipidów w mózgu szczurów i obraz drgawek kardiazolowych. Wykazano na szczycie drgawek 
statystycznie znamienny wzrost nadtlenków lipidów w mózgu szczurów. Witanina E, jak również 
kwas walproinowy powodowały w przypadkach drgawek obniżenie zawartości nadtlenków 
lipidów w mózgach szczurów. Podanie kwasu walproinowego razem z witaminą E zwiększało 
w modelu drgawek kardiazolowych hamowanie powstawania nadtlenków lipidów. Wykazano 
zależność między zawartością nadtlenków lipidów a intensywnością drgawek. Zastosowanie 
witaminy E opóźniało wystąpienie drgawek. Podanie Vupralu wydłużało czas ich wystąpienia
i skracało czas ich trwania, a u 40% zwierząt spowodowało ich całkowite zahamowanie. Wspólne 
podanie witaminy E z Vupralem prowadziło do potencjalizacji działania przeciwdrgawkowego 
przejawiającej się wydłużeniem czasu poprzedzającego drgawki, znacznym skróceniem czasu ich 
trwania i ich redukcją u 60% zwierząt.
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Promienica, wywołana przez promieniowiec A c t i n o m y c e s  I s r e a l i , bardzo 
rzadko zajmuje ośrodkowy układ nerwowy (Bolton, Asenhurst 1964; Wierzbic
ka 1981; Chen-Wei 1985; Tvede i wsp. 1985). Promieniowce dawniej zaliczane 
do grzybów, obecnie klasyfikowane jako bakterie, stanowią jakby ogniwo 
łączące bakterie i grzyby. Od czasu pierwszej publikacji dwóch przypadków 
promienicy mózgu w 1882 r. przez Ponficka do 1985 r. opublikowano ogółem 
152 przypadki promienicy mózgu (Chen-Wei, 1985). Częstość zajęcia ośrod
kowego układu nerwowego (OUN) waha się według danych z piśmiennictwa 
od 5% (Cope 1938; Schneider, Rand 1949) do 8% (Chen-Wei 1985) wszystkich 
przypadków promienicy. Zakażenie O U N  przebiega bez określonego zespołu 
klinicznego i rzadko jest przyżyciowo rozpoznawane (Wierzbicka 1981).

OPIS PRZYPADKU

U chorej S. Z. lat 82, od 5 lat narastały objawy zesopłu parkinsonowskiego 
doprowadzając w ostatnim okresie życia do pełnego unieruchomienia. Od 
8 miesięcy chora była pobudzona słownie, okresowo występowały stany 
majaczeniowe. Na 4 dni przed przyjęciem do szpitala przestała mówić 
i przyjmować posiłki, nie reagowała na otoczenie, raz obserwowano napad 
uogólnionych drgawek. Przy przyjęciu do Kliniki Chorób Naczyniowych 
Układu Nerwowego Instytutu Psychiatrii i Neurologii chora nieprzytomna, 
wyniszczona, odwodniona, obecne odleżyny na kości krzyżowej. Reakcja na 
ból zachowana. Z objawów oponowych stwierdzono sztywność karku na 
4 palce oraz obustronny objaw Kerniga. Ponadto obserwowano wzmożenie 
napięcia mięśni typu pozapiramidowego, zespół odruchowy prawostronny 
z tendencją do objawu Babińskiego i poszerzenie lewej źrenicy. W 8 dniu 
hospitalizacji chora zagorączkowała do 38°C, stopniowo narastała niewydol
ność krążeniowo-oddechowa. W 9 dobie nastąpił zgon.
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Badania dodatkowe wykazały narastające objawy niewydolności nerek ze 
znacznie wzmożonym poziomem mocznika od 146 do 330 mg% i kreatyniny 
do 3,4 mg%. Leukocytoza narosła do 20,0 G/l. Płyn mózgowo-rdzeniowy był 
artefaktycznie skrwawiony. Komórek w osadzie było 46, odczyn Pandyego 
wykazywał silne zmętnienie. Zapis EEG wskazywał na rozlane uszkodzenie 
ośrodkowego układu nerwowego. Klinicznie rozpoznano stan zatokowaty oraz 
uogólnioną miażdżycę.

Badaniem sekcyjnym stwierdzono: w mięśniu sercowym (rye. 1), w płucach, 
w wątrobie, w nerkach i w tarczycy mnogie ropnie z obecnością ziaren 
promieniczych.

Rye. 1. Ropień z ziarnami promienicy w mięśniu sercowym. HE. Pow. 100x  
Fig. 1. Abscess containing actinomycotic grains in the myocardium. HE. x 100

Badanie neuropatologiczne. Makroskopowe badanie mózgu wykazało jego 
obrzęk pod postacią spłaszczenia zakrętów, zaciśnięcia rowków, wgłobienia 
obu haków zakrętów hipokampa i migdałków móżdżku oraz zaciśnięcia 
układu komorowego, zwłaszcza lewej komory bocznej. Opony były zmleczałe. 
W naczyniach podstawy stwierdzono zmiany miażdżycowe III stopnia. Na 
przekrojach czołowych w lewej torebce zewnętrznej oraz w korze rowka 
centralnego prawej półkuli mózgu stwierdzono dwa twory o wymiarach 0,7 
X 0,5 cm ostro odgraniczone od otoczenia, o wyglądzie pstrym. Ponadto 
obserwowano jamki okołonaczyniowe w dolnych biegunach obu łupin.

Do badania mikroskopowego pobrano z lewej półkuli mózgu wycinki 
z płata czołowego, wyspy i płata skroniowego ze zwojami podstawy i wzgó
rzem oraz z prawego płata ciemieniowego. Po zatopieniu w parafinie skrawki
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barwiono fioletem krezylu, HE, metodą PAS, Grama-Weigerta, van Gieson, 
Spielmeyera oraz Ziehl-Nielsena.

Badanie mikroskopowe wykazało w korze i istocie białej mózgu liczne, 
rozsiane twory, okrągławe lub obłoczkowate. Niektóre podobne do fasoli, 
układały się w paciorki (ryc. 2). Twory te zbudowane były z drobnych ziaren, 
zbitych w części centralnej, rozproszonych na obwodzie (ryc. 3) barwiących się 
intensywnie ciemnogranatowo HE, purpurowo w metodzie PAS, szafirowo 
w metodzie Gram-Weigerta. Barwienie metodą Ziehl-Nielsena dało wynik 
negatywny. Zmiany te odpowiadały koloniom promieniowców. Często były 
one otoczone wałem komórek zapalnych: leukocytów obojętnochłonnych 
z wielopłatowymi jądrami, limfocytów, komórek plazmatycznych i histiocytów, 
tworzących mikroropnie (ryc. 4). Największe skupienia ropni, widoczne już 
makroskopowo, stwierdzono w korze ciemieniowej w okolicy rowka central
nego półkuli prawej oraz w istocie białej podkorowej w okolicy dolnego 
bieguna lewej łupiny. Poza wieloogniskowymi, rozsianymi ropniami z ziarnami 
promieniczymi w centrum, obserwowano również liczne, rozproszone, bezod- 
czynowe kolonie promieniowców. Kolonie promieniowców obecne były rów
nież w świetle drobnych tętniczek śródmiąższowych i oponowych (ryc. 5). Poza 
tym zarówno w tkance mózgu, jak i w oponach obserwowano rozsiane jedno- 
lub wielorzędowe nacieki okołonaczyniowe zbudowane z limfocytów i leuko
cytów.

W korze półkul mózgowych poza obszarem zmian zapalnych stwierdzono 
liczne opustoszenia komórkowe. Zachowane neurony wykazywały cechy 
schorzenia przewlekłego lub ischemicznego, satelitoza była wzmożona, często
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Ryc. 2. Kolonie promieniowców okrągłego kształtu, układające się w paciorki. HE. Pow. 60 x 

Fig. 2. Actinomyces colonies of round shape arranged beadlike. HE. x 60
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Ryc. 3. Ziarnista struktura kolonii promieniowców. HE. Pow. 1200x  
Fig. 3. Granular structure of Actinomyces colonies. HE. x 1200

Ryc. 4. Kolonie promieniowców otoczone wałem komórek zapalnych. HE. Pow. 400 x 
Fig. 4. Actinomyces colonies surrounded by wall of inflammatory cells. HE. x40 0
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Rye. 5. Kolonie promieniowców w świetle naczynia opony oraz naciek zapalny w oponie
miękkiej. HE. Pow. 60 x 

Fig. 5. Actinomyces colonies in the lumen of meningeal vessel and inflammatory infiltration in
meninges. HE. x 60

obserwowano neuronofagię. Ponadto stwierdzono nieliczne pałeczki i grudki 
glejowe. Tętniczki i wlośniczki śródmiąższowe były przepełnione krwią, obser
wowano drobne krwinkotoki i jeziorka włóknika. Struktura tkanki wokół 
naczyń była rozrzedzona, a przestrzenie okołonaczyniowe poszerzone. Tętnicz
ki śródmiąższowe i naczynia opon miały zwłókniałą przydankę i warstwę 
środkową. Niekiedy ściany tętniczek śródmiąższowych były zeszkliwiałe, a ich 
światło zwężone.

OM ÓW IENIE

W przedstawionym przypadku dominującą zmianą były rozsiane koro- 
wo-podkorowe, polimorficzne twory intensywnie barwiące się HE, dodatnio 
metodą PAS i Grama-Weigerta, negatywnie w metodzie Ziehl-Nielsena. 
Struktura ich zbita lub drobnopylista odpowiadała koloniom promieniowców. 
Występowały one bądź w formie bezodczynowej, bądź też towarzyszył im 
odczyn zapalny pod postacią licznych, drobnych, nieotorbionych mikroropni. 
Przypadek nasz odpowiadał więc, rozlanej postaci promienicy, przebiegającej 
pod postacią ropnego zapalenia opon miękkich i rozproszonych mnogich 
ropni śródmiąższowych bez wyraźnej ziarniny zapalnej.

Rozlana postać promienicy OUN jest rzadziej spotykana niż postać 
ograniczona, która występuje zwykle jako pojedynczy, otorbiony ropień lub 
ziarniniak (Brucher i wsp. 1958; Bolton, Asenhurst 1964; Tvede i wsp. 1985) 
i jest najczęściej rozpoznawana jako proces rozrostowy (Bolton, Asenhurst 
1964; Wickbom, Davidson 1967). Do zajęcia OU N dochodzi najczęściej na 
drodze hematogennej, z jamy ustnej po ekstrakcji zębów lub z układu 
oddechowego (Bruchner i wsp. 1958; Bolton, Asenhurst 1964; Bowden, Haride

7 — Neuropatologia Polska 2/89
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1973; Wierzbicka 1981; Tvede i wsp. 1985) albo przez ciągłość z ognisk 
pierwotnego zakażenia w obrębie twarzy i szyi (Wierzbicka 1981; Chen-Wei 
1985).

W naszym przypadku nie znaleziono ogniska promienicy w okolicy twarzy 
i szyi. Przyjmujemy więc, że do zakażenia OUN doszło na drodze hematogen- 
nej. Przemawia za tym obecność kolonii promieniowców w świetle naczyń, 
głównie tętniczek śródmiąższowych i oponowych, a także wielonarządowe 
występowanie kolonii (w mięśniu sercowym, płucach, wątrobie, nerkach). 
Narastające zaburzenia świadomości i brak ewidentnych objawów klinicznych 
w okresie poprzedzającym hospitalizację nie pozwoliły w przedstawionym 
przypadku na ustalenie prawidłowego rozpoznania przyżyciowego i na ustale
nie źródła zakażenia. Przypuszczamy, że u chorej w podeszłym wieku, 
unieruchomionej w łóżku przez długi czas z powodu parkinsonizmu miaż
dżycowego, doszło do obniżenia odporności ogólnoustrojowej i gwałtownego 
rozwoju uogólnionego procesu chorobowego, który szybko doprowadził do 
zgonu. Wynik badania płynu mózgowo-rdzeniowego nie pozwolił na przyży
ciowe rozpoznanie infekcji OUN. Obecność ropni w torebce zewnętrznej, 
mnogie ropnie oraz liczne bezodczynowe ziarna promienicze i krwinkotoki 
w korze mózgu oraz zmiany zapalne w oponach mogły tłumaczyć obser
wowany w ostatnim okresie życia zespół piramidowy i objawy oponowe oraz 
napad uogólnionych drgawek.

GENERALIZED FORM O F BRAIN ACTINOMYCOSIS  

S u m m a r y

The here presented case was a woman 82 years old sufferring for many years of arteriosclerotic 
Parkinson syndrome. During the last 8 months of her life she exhibited excessive talk flow and 
states of delirium. Twelve days before death she had a generalized attack of convultions and the 
consciousness disorder increased. Moreover, meningeal symptoms were observed, a right side reflex 
syndrome with Babiński sign and temperature up to 38°C were noted. Death occurred on the 9th 
day of hospitalization with symptoms of increasing circulatory-respiratory insufficiency. Patho- 
morphological examination revealed in the myocardium, lungs, liver, kidneys and thyroid multiple 
purulent foci containing actinomycotic granules.

Neuropathological examination revealed both in the cortex and white matter the presence of 
numerous disseminate bodies staining intensively with HE, PAS- and Gram-Weigert positive and 
negative in the Ziehl-Nielsen method. Their structure, compact or fine-powdered corresponded to 
actinomyces colonies. They either showed no reaction or were surrounded by a wall of 
inflammatory cells such as: neutrophilic leucocytes, lymphocytes, plasmatic cells and histiocytes. 
The microabscesses were not encapsulated. The case was classified to a diffuse form of brain 
actinomycosis.

The etiopathogencsis of the changes and the clinical-morphological correlations of this very 
rare infectious disease of the central nervous system are discussed.
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Aspergiloza mózgu należy do stosunkowo rzadkich schorzeń ośrod
kowego układu nerwowego (OUN), na ogół przyżyciowo nierozpoznawa- 
nych (Aita 1964; Young i wsp. 1970; Pało i wsp. 1975; Mohandas i wsp. 1978; 
Scaravilli 1984). Początkowo sporadyczne doniesienia kazuistyczne w ostatnim 
dziesięcioleciu pojawiają się częściej. Za przyczynę nasilenia się grzybic układu 
nerwowego, w tym i aspergilozy uważa się szerokie zastosowanie antybioty
ków, sterydów, cytostatyków bądź leków immunosupresyjnych. Leki te za
kłócając procesy odpornościowe, torują drogę dalszym zakażeniom, a rozwój 
procesu grzybicznego najczęściej jest powikłaniem pierwotnie toczącego się 
schorzenia wyniszczającego ustrój.

OPIS PRZYPADKU

Chora, J.E. 1. 74 od wielu lat leczyła się ambulatoryjnie z powodu 
pancytopenii. W przebiegu choroby była kilka razy hospitalizowana, raz 
z powodu wylewu podpajęczynówkowego. Z dokumentacji hematologicznej 
wynika, że liczba krwinek białych we krwi obwodowej wahała się w granicach 
od 0,95 do 2,0 G/l, krwinek czerwonych od 1,7 do 3,3T/1, a płytek krwi od 6,6 
do 30,8 G/l. W mielogramie szpiku stwierdzono stłumienie zarówno układu 
granulocytarnego, jak i erytroblastycznego, okresowo pobudzony był układ 
chłonny.

W leczeniu pancytopenii stosowano w dużych dawkach sterydy, cytostatyki 
i leki immunosupresyjne (Endoksan, Imuran) i przetaczanie krwi, operacyjnie 
usunięto śledzionę. Od czterech lat stwierdzono cukrzycę oraz objawy mars
kości wątroby. Na siedem dni przed zgonem wystąpiły u chorej silne bóle 
głowy i zaburzenia widzenia, wysoka temperatura do 40° С oraz stopniowo 
narastające zaburzenia świadomości. W piątym dniu choroby została przyjęta 
do I Kliniki Neurologicznej Instytutu Psychiatrii i Neurologii. Chora była
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nieprzytomna, jedynie reakcja źrenic na światło, jak i reakcja na ból były 
zachowane. Stwierdzono ponadto dodatnie objawy oponowe, wzmożenie 
odruchów rozciągowych po stronie prawej oraz obustronny objaw Babińs
kiego. W drugiej dobie pobytu nastąpił zgon wśród objawów narastającej 
śpiączki mózgowej. Nakłucie lędźwiowe wykazało ropny płyn mózgo- 
wo-rdzeniowy ze wzmożoną ilością białka do 210 mg% i wybitną pleocytozą, 
krwinek białych było 1235 w ml: granulocytów obojętnochłonnych 88%, 
limfocytów 8%, a komórek monocytarnych 4%. Liczba krwinek czerwonych 
we krwi obwodowej wynosiła 5,04 T/l, a krwinek białych 15,8 G/l przy 
hematokrycie 0,42. W leczeniu zastosowano leki przeciwobrzękowe, antybioty
ki oraz insulinę. Klinicznie rozpoznano zapalenie opon mózgowo-rdzenio- 
wych, marskość wątroby i cukrzycę.

Badaniem sekcyjnym stwierdzono marskość wątroby, zapalenie miąższu 
nerek, liczne świeże owrzodzenia śluzówki żołądka i dwunastnicy oraz zwłók
nienie mięśnia sercowego. Zmian grzybiczych w narządach wewnętrznych nie 
stwierdzono.

Badanie neuropatologiczne.
Sekcja mózgu wykazała objawy obrzęku ze spłaszczeniem zakrętów i zaciś

nięciem rowków, z wgłobieniem obu haków zakrętów hipokampa, jak i mig- 
dałków móżdżku oraz zaciśnięciem układu komorowego. Opony były po- 
grubiałe, a na powierzchni podstawnej obu płatów czołowych i biegunów 
skroniowych oraz w rejonie zbiorników podstawy, szaro-brunatno zabarwione. 
Na przekrojach czołowych zwracałę uwagę szarawo-zielonkawe zabarwienie 
kory i istoty białej płatów czołowych, zwłaszcza zakrętów oczodołowych, jąder 
ogoniastych i soczewkowatych oraz wzgórz. Ponadto, stwierdzono rozsiane

Rye. 1. Symetryczna martwica w zwojach podstawy. Klüver-Barrera. Pow. lupowe 
Fig. 1. Symmetrie necrosis in basal ganglia. Klüver-Barrera. Magn. glass
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zawały krwotoczne w korze i istocie białej zakrętów oczodołowych oraz 
w konarze móżdżku środkowym lewym.

Do badania mikroskopowego pobrano wycinki z obu płatów czołowych, 
z płata skroniowego lewego, z przednich i tylnych zwojów podstawy (bloki 
centralne) ze strukturami amonalnymi oraz ze śródmózgowia, mostu, opuszki 
i obu półkul móżdżku. Po zatopieniu w parafinie skrawki zabarwiono fioletem 
krezylu, HE, PAS, metodą Grama-Weigerta, van Gieson, Spielmeyera, Mal- 
lory’ego oraz zastosowano impregnację solami srebra metodą Bielschows- 
ky’ego.

W obrazie mikroskopowym mózgu dominującym zjawiskiem była obec
ność mikrozakrzepów w świetle licznych naczyń oponowych i śródmiąż
szowych oraz rozległych, częściowo ukrwotocznionych pól martwicy w obu 
półkulach mózgu (ryc. 1). W ich obszarze widoczne były liczne rozsiane 
mikroropnie, a na obrzeżu martwicy występowały ziarniniaki.

W oponie pajęczej i w przestrzeni podpajęczynówkowej zbiorników pod
stawy, zwłaszcza zbiornika okalającego oraz w bruzdach bocznych mózgu 
stwierdzono zbity, a miejscami rozproszony naciek zapalny zawierający mniej 
lub bardziej dojrzałe leukocyty wielojądrzaste, komórki plazmatyczne, krwinki 
białe kwasochłonne oraz nitkowate twory dobrze widoczne już w HE (ryc. 2), 
niebiesko zabarwione, szerokie i rozgałęzione z ciemniejszą błoną komórkową. 
Nici te posiadały przegrody charakterystyczne dla kropidlaków (ryc. 3), 
impregnowały się srebrem (ryc. 4a) i barwiły się dodatnio we wszystkich 
zastosowanych metodach, szczególnie intensywnie granatowo metodą Gra
ma-Weigerta, a w odczynie PAS — purpurowo. Naczynia krwionośne w prze
strzeni podpajęczynówkowej były najczęściej wypełnione mikrozakrzepami 
zbudowanymi z nici kropidlaka, granulocytów i włóknika (ryc. 4b). Nici 
kropidlaka układały się okrężnie w mięśniówce tętnic i przenikały poprzez 
ściany naczyń do przestrzeni podpajęczynówkowej (ryc. 5). Podobne mikroza- 
krzepy z nićmi kropidlaka obserwowano również w świetle naczyń śródmiąż
szowych zarówno tętniczych, jak i żylnych, zwłaszcza w istocie białej okołoko- 
morowej oraz w jądrach podstawy (ryc. 6). W obszarach unaczynienia tętnic
o świetle zamkniętym przez zakrzepy obserwowano rozległe martwice obej
mujące korę i istotę białą obu płatów czołowych, zwoje podstawy i torebkę 
wewnętrzną, boczne jądra wzgórza i zakręty hipokampa obustronie oraz 
boczną część podstawy mostu wraz z konarem móżdżku środkowym, a także 
konar móżdżku dolny po stronie lewej. Nasilenie uszkodzeń tkanki w tych 
obszarach było różne. Obok pól martwicy obrzękowej z mikroropniami 
zawierającymi "kropidlaki (ryc. 7), lub nici kropidlaka bez odczynu zapalnego, 
obserwowano pola wybiórczej martwicy kwasochłonnej neuronów oraz ubytki 
neuronalne, pola martwicy skrzepowej, bądź bezodczynowej martwicy roz- 
pływnej, miejscami ukrwotocznionej. Ściany naczyń w tych obszarach uległy 
martwicy włóknikowatej, otaczająca je tkanka nasycona była wióknikiem (ryc. 
8), a w świetle naczyń oprócz zakrzepów obserwowano także wykrzepianie.

Obecności nici kropidlaka w tkance nerwowej towarzyszył na ogół znaczny
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odczyn komórkowy z mniej lub bardziej dojrzałych leukocytów tworzących 
zarówno mikroropnie, jak i mikrozakrzepy (ryc. 9), natomiast w okołonaczy- 
niowych lub rozsianych w tkance ziarniniakach na obrzeżu martwic oraz 
w zwojach podstawy i w części podstawnej mostu, przeważały komórki 
olbrzymie Langhansa bądź typu ciała obcego i komórki jednojądrzaste (ryc. 
10). Niekiedy komórki olbrzymie fagocytowaly nici kropidlaka (ryc. 11).

Poza polami nacieków i martwic obecne były w istocie białej nagie jądra
i pojedyncze astrocyty tuczne, w dalszych zaś warstwach kory dominowała 
wzmożona satelitoza. Zachowane neurony były zmienione, przeważały obrazy 
schorzenia przewlekłego neuronów. Ściany naczyń, zwłaszcza tętniczek były 
zwłókniałe, z tendencją do zwężenia światła 111°. Obecne były kłębki naczy
niowe.

W obu półkulach móżdżku i w robaku stwierdzono znaczne przerzedzenie 
neuronów warstwy ziarnistej, gdzie komórki wykazywały nierównomierną 
impregnację solami srebra (ryc. 12). Wokół dna rowków obserwowano znaczne 
ubytki komórek Purkinjego; zachowane komórki często były zmienione 
homogennie, a ich dendryty były obrzmiałe. W obszarach tych uległ pobudze
niu glej gwiaździsty Bergmanna (ryc. 12).

Ryc. 2. Nici kropidlaka (strzałka) w nacieku zapalnym w oponach. HE. Pow. 100 x 
Fig. 2. Aspergillus hyphae (arrow) in meningeal inflammatory infiltration. HE. x 100

Ryc. 3. Nić kropidlaka z przegrodami. HE. Pow. 400 x 
Fig. 3. Aspergillus hypha with septa. HE. x40 0

Ryc. 4. Nici kropidlaka w zakrzepie i w ścianie tętnicy mózgu środkowej. A. Bielschowsky, Pow.
200 x .  В. PAS. Pow. 100 x 

Fig. 4. Aspergillus hyphae in thrombus and in wall of middle cerebral artery. A. Bielschowsky.
x 200. B. PAS. x 100

Ryc. 5. Nici kropidlaka przechodzące przez ścianę tętnicy do nacieku zapalnego. HE. Pow. 400 x 
Fig. 5. Aspergillus hyphae penetrate through arterial wall to inflammatory infiltration. HE. x40 0

Ryc. 6. Zakrzep z nićmi kropidlaka w świetle żyły śródmiąższowej otoczonej naciekiem zapalnym.
HE. Pow. 100 x

Fig. 6. Thrombus with aspergillus hyphae in lumen of interstitial vein, surrounded by inflammatory
infiltration. HE. x 100
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OM ÓW IENIE

W przedstawionym przypadku rozpoznaliśmy grzybicę kropidlakową móz
gu zarówno na podstawie struktury nici grzyba, typowej dla pleśni z rodzaju 
A s p e r g i l l u s ,  jak i na podstawie jego rozprzestrzeniania się w tkance mózgu oraz 
charakteru wywołanych przez niego zmian odczynowych. Szerokie i roz
gałęziające się nici kropidlaka barwiące się dodatnio HE, metodą Gra- 
ma-Weigerta oraz PAS, impregnowały się solami srebra i zawierały przegrody, 
co pozwoliło na odróżnienie ich od drożdżaków czyli fykomykozy (Wierzbicka 
1981). Typowy był także sposób rozprzestrzeniania się kropidlaków. Przenika
ły one przez ściany naczyń uszkadzając śródbłonek i błonę wewnętrzną, 
powodowały powstawanie zakrzepów przyściennych, które niekiedy zamykały 
całe światło naczynia i prowadziły do powstania martwicy; mogły być również 
źródłem zatorów. Na uwagę zasługuje fakt, że zmiany grzybicze w naszym 
przypadku dotyczyły wyłącznie OUN. Wybiórcze zakażenie mózgu kropid- 
lakiem jest bardzo rzadkie (Wierzbicka 1981), przeważnie, bo aż w 60 — 70% 
przypadków, obserwuje się je w przebiegu rozsianych, wielonarządowych 
ognisk aspergilozy (Grcevic, Methews 1959; Carbone i wsp. 1964). Wrota 
zakażenia zarówno u człowieka, jak i u zwierząt doświadczalnych stanowią 
najczęściej zatoki przynosowe, oczodoły, uszy lub płuca skąd infekcja drogą 
krwiopochodną rozprzestrzenia się do OU N (Young i wsp. 1970; Warder i wsp. 
1975; Hedges, Leung 1976). W niektórych przypadkach, podobnie jak w na
szym, nie udaje się ustalić źródła zakażenia OU N (Linares i wsp. 1971). 
Badania doświadczalne (Scholler 1962; Schieffer 1967; Issel 1971) oraz doniesie
nia kliniczne (Louria i wsp. 1967; Hart i wsp. 1969 oraz Meyer i wsp. 1973)

Ryc. 7. Mikroropnie z kropidlakami w polu martwicy. HE. Pow. 100x 
Fig. 7. Microabscesses with aspergilli in area of necrosis. HE. x 100

Ryc. 8. Martwica włóknikowata naczyń śródmiąższowych. Gram-Weigert. Pow. 200 x 
Fig. 8. Fibrinoid necrosis of interstitial vessels. Gram-Weigcrt. x 200

Ryc. 9. Mikroropień z nićmi kropidlaka. H.E. Pow. 400 x 
Fig. 9. Microabscess with aspergillus hyphae. HE. x 400

Ryc. 10. Ziarniniak okołonaczyniowy z komórkami olbrzymimi. HE. Pow. 200 x 
Fig. 10. Perivascular granuloma with giant cells. HE. x 200

Ryc. 11. Komórki olbrzymie ze sfagocytowanymi nićmi kropidlaka. HE. Pow. 400 x 
Fig. 11. Giant cells phagocytising aspergillus hyphae. HE. x40 0

Ryc. 12. Ubytki komórek Purkinjego i rozplem gleju Bergmanna oraz znaczne przerzedzenie 
warstwy ziarnistej móżdżku. Bielschowsky. Pow. 100 x 

Fig. 12. Loss of Purkinje cells and Bergmann glia proliferation, greatly rarefied granular layer.
Bielschowsky. x 100
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wskazują, że przyczyną zakażenia OU N mogą być również niedostatecznie 
sterylne igły oraz cewniki stosowane do infuzji i transfuzji krwi oraz przy 
przetaczaniu leukocytów bądź płytek krwi. Opisywano także zainfekowanie 
krwi podczas operacji zastawek serca (Gage i wsp. 1970), czy transplantacji 
nerek i serca (Hart i wsp. 1969; Stinson i wsp. 1971) przez powietrze, 
zawierające kropidlaki.

W przedstawionym przez nas przypadku doszło najprawdopodobniej do 
krwiopochodnego wybiórczego zakażenia OUN kropidlakami. Świadczy 
o tym obecność kropidlaka w' świetle i ścianie naczyń oraz przewaga zmian 
zapalnych i martwiczych w istocie szarej posiadającej dużo bogatszą sieć 
włośniczek, niż istota biała.

Aspergiloza mózgu w naszym przypadku przebiegała klinicznie bardzo 
burzliwie pod obrazem zapalenia opon z narastającymi zaburzeniami przytom
ności. Obecność zaś w mózgu licznych rozsianych ziarniniaków i mikroropni 
oraz rozległych martwic w rejonie unaczynienia naczyń zajętych zakrzepami, 
nie manifestowała się wyraźnym zespołem ogniskowym. Obserwowane w na
szym przypadku liczne mikroropnie zawierające nici kropidlaka i leukocyty 
wielojądrzaste, opisywane są głównie w przebiegu ostrych infekcji, natomiast 
występowanie ziarniniaków pojedynczych bądź jak w naszym przypadku, 
rozsianych na obwodzie martwic, wiązane jest zazwyczaj z przewlekłym 
zakażeniem (Fetter i wsp. 1967; Linares i wsp. 1971; Scaravilli 1984). Dość 
rzadko natomiast dochodzi do rozległego zajęcia opon mózgowo-rdzeniowych 
(Mukoyama i wsp. 1969; Kaufman i wsp. 1976; Mohandas i wsp. 1978). 
Czynnikiem sprzyjającym rozwojowi aspergilozy mózgu mogło być w naszym 
przypadku zarówno samo schorzenie podstawowe (pancytopenia), jak i prze
wlekłe leczenie sterydami, cytostatykami i lekami immunosupresyjnymi.

U podłoża zespołów mielodysplastycznych (dysmielopoetycznych), do któ
rych należy występująca u chorej wieloletnia pancytopenia (Konecki 1987; 
Hołowiecki 1988) leży prawdopodobnie zaburzenie odpowiedzi immunologicz
nej. Zespoły te opisywane są często jako przedbiałaczkowe. Bardzo częste 
współistnienie aspergilozy wielonarządowej z białaczką, wahające się od 60 do 
90%, podkreślają Hutter i wsp. (1962), Carbone i wsp. (1964) oraz Meyer i wsp. 
(1973). W zestawieniu Younga i wsp. (1970) wszystkie przypadki aspergilozy 
mózgu towarzyszące chorobie nowotworowej obserwowano w przebiegu 
białaczek bądź chłoniaków. Sterydy wzmagając stabilizację błon komór
kowych zapobiegają uwalnianiu się enzymów lizosomalnych, a więc i nisz
czeniu fagocytowanych w czasie infekcji grzybów bądź bakterii (Hart i wsp. 
1969). Iwata i wsp. (1961) wykazali kiełkowanie nici kropidlaka z zarodników 
sfagocytowanych przez leukocyty zwierząt leczonych uprzednio sterydami. 
Imuran zaburza zarówno pierwotną, jak i wtórną odpowiedź immunologiczn4 
(Swanson, Schwartz 1964). Obserwowane ponadto w naszym przypadku 
zwyrodnienie warstwy ziarnistej kory móżdżku odpowiada zmianom paraneo- 
plastycznym opisywanym w białaczkach. Przyczyną tego zwyrodnienia mógł 
być też deficyt odżywczy w przebiegu długotrwałej niedokrwistości.
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ASPERGILLOSIS IN THE BRAIN OF PATIENT WITH PANCYTOPENIA

S u m m a r y

The here presented case concerns a 74-year-old woman treated for many years with steroids 
and immunosuppressive drugs during pancytopenia. Seven days before her death she developed 
severe headaches and visual disorders, rapidly increasing disturbances of consciousness and 
a temperature of 40 ’C. The course of the disease was violent with meningeal syndrome and 
cerebral coma. The cerebrospinal fluid was purulent, pleocytosis 1235/ml, with prevalence of 
polymorphonuclear leucocytes (88%) and an protein level increased to 210 mg%. In autopsy no 
mycotic changes were found in the internal organs whereas in microscopic examination of the 
brain the dominant finding was the presence of numerous filamentous bodies with septa 
characteristic of aspergillus which were visible both in microthrombi in the lumen of meningeal and 
interstitial vessels and in the areas of extensive necroses in both cerebral hemispheres and the brain 
stem as well as within granulomas occurring on the edges of necrotic foci and in the inflammatory 
infiltration of the brain base meninges. The presence of aspergillus hyphae was usually associated 
with a severe inflammatory reaction of polymorphonuclear leucocytes, acidophilic and plasmatic 
cells in microabscesses and in the inflammatory infiltration of meninges or in the form of 
granulomas composed mainly of multinucleated giant cells of Langhans or of foreign body type 
and mononuclear cells.

The etiopathogenesis of these changes is discussed. The role of the facilitating factor could have 
been played by protracted therapy with steroids and immunosuppressive drugs and/or by 
pancytopcnia itself which is probably associated with abnormal immunological response. Notewor
thy is the fact that the seldom described mycotic changes caused by aspergillus concerned in the 
present case the central nervous system exclusively.
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In recent years interest has been revived in a group of brain tumors, in 
which both gliomatous and sarcomatous elements are found in contiguity. The 
initial description of mixed glio-mesenchymal tumors was given by Stroebe (1895), 
who used the term gliosarcoma (GS). GS is considered to originate from the 
development of sarcoma in glioblastoma multiforme or poorly differentiated 
astrocytoma (Wisławski 1970; Morantz et al. 1976) and rarely in anaplastic 
oligodendroglioma (Rubinstein 1972; Feigin et al. 1976; Pasquier et al. 1978). 
Lalitha and Rubinstein (1979) have also postulated the existence of reactive 
gliomas in primary intracranial sarcomas.

The mechanism involving malignant transformation of mesenchymal tissue 
as well as the cellular origin of the sarcomatous component in GS are still 
poorly understood. It is usually suggested however, that the mesenchymal part 
originates from proliferating vessels (Feigin et al. 1958; Smith et al.. 1969; 
Rubinstein 1972; Morantz et al. 1976). Ultrastructural studies on GS showed, 
that endothelial and fibroblastic cells constitute the sarcomatous part of these 
tumors (Pena, Felter 1973; Slowik et al. 1985). We present some ultrastructural 
data, that myofibroblast-like cells contribute also to this component of GS.

MATERIAL A N D  M ETHODS

Surgical material from 11 cases of GS was studied. Main clinicopaiho- 
logical data concerning the examined cases are summarized in Table 1. 
Samples from different parts of each tumor were fixed in 4% glutaraldehyde in
0.2 M phosphate buffer at 4°C, washed in the same buffer, postfixed in 2% 
osmium tetroxide, dehydrated and embedded in Epon 812. Semithin sections 
were stained with toluidine blue. Ultrathin sections stained with uranyl acetate 
and lead citrate were examined in JEM 100 В and Siemens 200 electron
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Table 1. Clinicopathological data concerning examined cases 
Tabela 1. Dane kliniczno-morfologiczne dotyczące badanych przypadków

Case
Przyp.

Age
Wiek

Sex
Płeć

Location
Lokali
zacja

Extirpation
Wycięcie

Survival
Czas

przeżycia

Dominant
component
Dominujący

składnik

Leptome-
ningeal

invasion
Naciekanie

opon
miękkich

1. 45 F R, P total  ̂ months sarcomatous yes
całkowite miesiące mięsakowy tak

2. 72 M L, Fr, T, О partial j week sarcomatous yes
częściowe tydzień mięsakowy tak

3. 57 M L, Fr, T total  ̂ months gliomatous yes
całkowite miesiące glejakowy tak

4. 78 M L, T total months sarcomatous yes
całkowite miesięcy mięsakowy tak

5. 53 M L, T, P total 2  months sarcomatous yes
całkowite miesiące mięsakowy tak

6. 57 M # L, T, P partial months gliomatous no
częściowe miesiące glejakowy nie

7. 45 M L, Fr, T, О partial several days gliomatous yes
częściowe kilka dni glejakowy tak

8. 59 M R, Fr, T partial j month gliomatous no
częściowe miesiąc glejakowy nie

9. 62 M L, Fr, T, О partial 2  month gliomatous no
częściowe miesiące glejakowy nie

10. 60 M R, T, О partial several days gliomatous no
częściowe kilka dni glejakowy nie

11. 41 F L, Fr partial month gliomatous no
częściowe miesięcy glejakowy nie

Explanations: M — maie, F — female, R — right hemisphere, L — left hemisphere, 
Fr — frontal lobe, P — parietal lobe, T — temporal lobe, О — occipital lobe

Objaśnienia: M — mężczyzna, F — kobieta, R — prawa półkula, L — lewa półkula, 
Fr — płat czołowy, P — płat ciemieniowy, T — płat skroniowy, O — płat potyliczny

microscopes. For EM study, blocks containing seemingly fibroblastic tissue 
suggesting its mesenchymal origin, as observed in semithin sections, were 
selected.

For light microscopy the following methods were applied: H + E, PTAH, 
Gordon-Sweet, Cajal and immunostainings (PAP method) for glial fibrillary 
acidic protein (GFAP), fibronectin (FN), and factor VIII related antigen (F 
VIII RAg). Results of immunohistochemical examination will be published 
separately.
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RESULTS  

Light microscopy

All tumors had microscopically two distinct tissue components:
1. Gliomatous (generally GFAP-positive), which revealed a pattern of 

glioblastoma (6 cases), anaplastic astrocytoma (4 cases) and anaplastic oligo
dendroglioma (lease).

2. Mesenchymal (generally FN positive) — composed of fusiform cells with 
irregular, usually elongated nuclei. The cells were arranged in clusters or 
parallel rows. Cellular atypia and mitotic figures were often seen. Reticulin and 
collagen fibers were abundant.

The gliomatous part of the tumors showed marked proliferation of blood 
vessels with endothelial buds and glomeruli. The vascular network in the 
sarcomatous portion revealed slit-like vessels with ill-defined walls. All 
neoplasms showed areas, in which both morphological components were 
intermingled. In others one of them dominated. In four cases the tumors were 
mostly sarcomatous. There was no adhesion to the dura mater, however, in six 
cases infiltration of leptomeninges was seen. Necrosis was often found in both 
parts of the tumor.

Electron microscopy

The sarcomatous part of the GS in the examined tumors was polymorpho
cellular. Several types of neoplastic cells could be distinguished:

1. A characteristic feature of all tumors was marked endothelial hyper
plasia. Proliferating cells formed complexes of immature, atypical vessels. Many 
of them showed only a rudimentary lumen (Fig. 1). Irregular, densely packed 
clusters of endothelial-like cells were also found, mainly in the proximity of 
proliferating vessels. The cells had large, indented nuclei, usually with a promi
nent nucleolus, large perikaryon which showed a well developed Golgi system, 
moderately abundant rough endoplasmic reticulum and mitochondria. Some 
of the cells showed interdigitation of adjacent plasma membranes and 
intercellular junctions (Fig. 2). Discontinuous membrane-like material was 
found around most cells.

2. Spindle-shaped, fibroblastic cells. These cells had an elongated nucleus 
with prominent nucleolus, moderately developed rough endoplasmic reticulum 
with short cisternae, and cytoplasmic vacuoles (Fig. 4). Many vacuoles and 
dilated RER cisternae were filled with flocculent material (Fig. 3). There were 
bundles of collagen fibers within the extracellular space, often in close contact 
with the cell membrane. The fibroblast-like neoplastic cells were found in nine 
of the examined tumors.

3. Cells showing features of myofibroblasts. These cells were found in eight 
cases. The cell body was elongated, and the cytoplasm revealed lysosomes and 
mitochondria as well as abundant rough endoplasmic reticulum, with cisternae
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Fig. 1. Case 3. An atypical blood vessel with marked proliferation of endothelial cells. Note
rudimentary lumen (arrow), x 5 500 

Rye. 1. Przyp. 3. Atypowe naczynie krwionośne ze znaczną proliferacją komórek śródbłonka. 
Szczątkowe światło naczynia oznaczono strzałką. Pow. 5 500 x
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Fig. 2. Case 4. A group of immature endothelial-like cells. Note interdigitations of adjacent plasma 
membranes and intercellular junction (arrow), x 13 000 

Rye. 2. Przyp. 4. Grupa niedojrzałych komórek śródbłonkopodobnych. Zwraca uwagę pofał
dowanie i wzajemne przeplatanie błon sąsiadujących komórek. Strzałką oznaczojio złącze

międzykomórkowe. Pow. 13 0 0 0 x
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Fig. 3. Case 7. A fragment of fibroblastic cell. Extremely dilated cisternae of rough endoplasmic 
reticulum contains flocculent material. There are numerous collagen fibers within extracellular

space close to the cell. x21 500 
Rye. 3. Przyp. 7. Fragment komórki fibroblastycznej. Znacznie poszerzony kanał ziarnistej 
siateczki śródplazinatycznej jest wypełniony kłaczkowatym materiałem. W przestrzeni pozakomór- 

kowej widoczne liczne włókna kolagenu. Pow. 21 500 x
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Fig. 4. Case 10. A fibroblast-like cell. Nucleus is smooth and oval. Relatively scanty cytoplasm 
shows short cisternae of endoplasmic reticulum and vacuoles, x 5 000 

Rye. 4. Przyp. 10. Komórka nowotworowa przypominająca fibroblast. Jądro jest owalne, a jego 
błona nie wykazuje wgłobień. W miernie rozwiniętej cytoplazmie widoczne są krótkie kanały 

siateczki śródplazmatycznej oraz wodniczki. Pow. 5 0 0 0 x  

Fig. 5. Case 8. A neoplastic cell shows myofibroblastic differentiation; abundant dilated cisternae of 
rough endoplasmic reticulum, mitochondria, few lysosomes and bundles of microfilaments with 

delicate densities (arrows) situated at the periphery of the cytoplasm, x 9 ‘'ПО 
Rye. 5. Przyp. 8. Komórka nowotworowa z cechami różnicowania miofibroblastycznego. W cyto
plazmie widoczna obfita ziarnista siateczka śródplazmatyczna o poszerzonych kanałach, nieliczne 
lizosomy, mitochondria. W pobliżu błony komórkowej znajdują się wiązki włókienek, ogniskowo 

silnie rozpraszające elektrony (strzałki). Pow. 9 500 x
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“ V

Fiq. 6. Case 10. A myofibroblastic cell with bundles of filaments (arrows) and numerous densities. 
The nucleus is oval and has an irregular contour. Note collagen fibers in extracellular space.

X 13 700
Rye. 6. Przyp. 10. Komórka miofibroblastyczna z pęczkami diamentów wykazujących ogniskowo 
charakterystyczne zagęszczenia (strzałki). Jądro ma kształt owalny i wyraźne wgłobienia błony. 

W przestrzeni okołokomórkowej znajdują się liczne włókna kolagenowe. Pow. 13 700x
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Fig. 7. Case 6. A fragment of myofibroblastic cell with bundles of filaments and densities (arrows).
X 30000

Rye. 7. Przyp. 6. Fragment komórki miofibroblastycznej z pęczkami filamentów. Na ich przebiegu 
widoczne są liczne zagęszczenia (strzałki). Pow. 30 000 x
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Fig. 8. Case 5. A myofibroblastic cell. Filaments are situated in subplasmalemmal region of 
cytoplasm, densities are arranged parallelly to the long axis of the cell, x 27 500 

Rye. 8. Przyp. 5. Komórka miofibroblastyczna. Filamenty znajdują się w pobliżu błony 
komórkowej a ich zagęszczenia ułożone są równolegle do długiej osi komórki. Pow. 27 500 x
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often filled with floccular material (Fig. 5). The nucleus was oval and showed 
invaginations of its membrane (Fig. 6). The most characteristic feature of these 
cells were bundles of intracytoplasmic filaments with concomitant densities 
(Fig. 7). The filaments were situated usually in the subplasmalemmal region 
and densities were arranged parallel to the long axis of the cells (Fig. 8).

4. In addition, all tumors showed groups of immature anaplastic cells most 
probably of mesenchymal origin. In some tumors macrophages and lympho
cytes were also found.

DISCUSSION

Mixed glio-mesenchymal tumors are thought to arise mostly as neoplasms 
in which one constituent (glial or sarcomatous) precludes and induces the other 
(Feigin, Gross 1955; Rubinstein 1964; Morantz et al. 1976). The tumors 
presented in this study may support this hypothesis. A characteristic feature of 
the material was marked vascular proliferation in the gliomatous areas of the 
neoplasms. Vascular neoformation is considered by many authors as a source 
of the sarcomatous component in GS (Feigin et al. 1958; Shuangshoti, Netsky 
1971; Schiffer et al. 1980). The cell type or types, however, from which this 
component arises have not been so far adequately established. Feigin et al. 
(1958), Pena and Felter (1973), Weller et al. (1977), and Schiffer et al. (1984) 
have suggested an endothelial origin of sarcoma. Some experimental data seem 
to support this view as well (Greene, Harvey 1968). Recent results of 
immunohistochemical investigations of GS suggest, that apart from endothelial 
cells, pericytes, perivascular fibroblasts and histiocytes play a role in the 
histogenesis of these neoplasms (McComb et al. 1982; Kochi, Budka 1987).

Ultrastructural examination revealed cellular heterogeneity of the sar
comatous component in our material. Combination of poorly differentiated 
mesenchymal cells with clusters of endothelial-like cells and groups of fusiform 
cells was observed in all our tumors. The latter cells showed ulrastructural 
resemblance to fibroblasts and/or myofibroblasts. Pena and Felter (1972), and 
Slowik et al. (1985) have demonstrated electron-microscopically features of 
fibroblastic and endothelial-like differentiation of mesenchymal elements in 
GS. Our findings are in line with these observations. Myofibroblast-like cells 
were found in the majority of tumors in our material (eight out of eleven). To 
our knowledge, ultrastructural identification of myofibroblasts in mixed 
glioma-sarcoma tumors, appeared in the literature only in one report (Mont- 
petit et al. 1988).

Since Gabbiani et al. (1971) described myofibroblasts in granulation tissue 
of healing wounds in experimental animals these cells have been found in 
normal human tissues and in many pathological processes including neoplasms 
(Ariyan et al. 1978; Bhawan 1981; Seemayer et al. 1981). The cells were 
identified in carcinomas (Ohtani, Sasano 1980; Schiirch et al. 1981, 1982), in 
which they represent the host response to stromal invasion by malignant
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epithelium (Schiirch et al. 1984), and in some sarcomas (Lagacé et al. 1980; 
Blewitt et al. 1983). Myofibroblasts show morphological similarities with 
fibroblast and smooth muscle cells; both types of cells and mesenchymal stem 
cells also, are considered the potential sources (Bhawan 1981; Seemayer et al. 
1981).

To sum up the results, our study shows, that the sarcomatous component of 
GS is represented by a heterogeneous group of cells, at least in many instances, 
related to vessels. Frequent occurrence of myofibroblasts in GS suggests that 
these cells may represent a transitional form of several other cell types 
originating from primitive vasogenic mesenchyma or reactivated fibroblasts.

ULTRASTRUKTURA SK ŁADNIKA M IĘSAKOW EGO GLIOSARCOMA

S t r e s z c z e n ie

Zbadano materiał biopsyjny pochodzący z operacji 11 przypadków mieszanych, glejo- 
wo-mezenchymalnych, nowotworów mózgu (gliosarcoma). Składnik glcjakowy tych guzów miał 
w 6 przypadkach utkanie glioblastoma multiforme, w 4 przypadkach — astrocytoma anaplasticum, 
w 1 przypadku — oligodendroglioma anaplasticum. Celem badania była ocena ultrastruktury części 
mezenchymalnej glejakomięsaków.

Wykazano, że w zbadanych przypadkach, mięsakowa część gliosarcoma jest niejednorodna 
morfologicznie i utworzona z komórek wywodzących się z naczyń krwionośnych. Wyodrębniono 
kilka rodzajów komórek mezenchymalnych: a) komórki niskozróżnicowane (w 11 guzach); b) 
komórki wykazujące cechy różnicowania śródbłonkowego (w 11 guzach); c) komórki o cechach 
fibroblastów i fibroblastopodobne (w 8 guzach); d) komórki o różnicowaniu miofibroblastycznym 
(o różnym stopniu dojrzałości morfologicznej — w 8 guzach).

Częsta, w naszym materiale, obecność miofibroblastów sugeruje, że mogą one stanowić 
przejściową formę innych rodzajów komórek wywodzących się z niedojrzałej mezenchymy 
naczyniowej, lub formę przejściową pobudzonych w procesie rozrostu nowotworowego, fibroblas
tów.
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W przebiegu nowotworów rozwijających się poza ośrodkowym układem 
nerwowym (OUN), mogą się w nim rozwijać, oprócz ognisk przerzutowych, 
także zmiany zwyrodnieniowe tkanki nerwowej. Zainteresowanie tymi zmiana
mi w ostatnich latach wzrasta. Okazuje się, że nie należą one do rzadkich, 
a ich etiopatogeneza nie została wyjaśniona. Przyjmuje się, że u podłoża tych 
zmian leżą czynniki metaboliczne, niedokrwienne, niedoborowe, toksyczne 
(Tsapatsoris 1979; Mossakowski, Renkawek 1981). Ostatnio, coraz więcej 
uwagi przypisuje się reakcjom immunopatologicznym zachodzącym między 
tkanką nowotworową, a niektórymi elementami strukturalnymi tkanki ner
wowej, na przykład komórkami Purkinjego (Trotter i wsp. 1976; Garson i wsp. 
1982; Takahashi i wsp. 1985; Ang i wsp. 1986). Tego typu odległy skutek 
(remote effect) oddziaływania nowotworu na tkankę ujawnia się w postaci tzw. 
zespołów paranowotworowych (Henson, Urich 1982; Minna, Bunn 1982; 
Greenlee, Brashear 1983). Za przykłady takich zespołów uważa się w obrębie 
obwodowego układu nerwowego polineuropatię głównie czuciową; w obrębie 
OUN przewlekłe zwyrodnienie kory móżdżku, podostrą neuropatię (mielopa- 
tię) ruchową, a ponadto, zapalenie skórno-mięśniowe i wielomięśniowe (Hen
son, Urich 1982; Minna, Bunn 1982). W wielu przypadkach obraz kliniczny 
i morfologiczny tych zespołów może być dodatkowo powikłany w następstwie 
działania podawanych cytostatyków, zwłaszcza Vinkrystyny, które powodują 
powstawanie zmian zwyrodnieniowych w obwodowym układzie nerwowym 
(Young, Posner 1980; Henson, Urich 1982), bądź w O U N  (Winkelman, Hines 
1983; Dąmbska i wsp. 1986).

U chorych na białaczkę zmianom zwyrodnieniowym nie poświęcono 
dotychczas większej uwagi. Celem pracy jest próba lepszego poznania zmian 
zwyrodnieniowych w móżdżku w ostrych białaczkach nielimfoblastycznych 
u dorosłych, ze zwróceniem uwagi na udział chemiototerapii w etiopatogenezie 
tych zmian.
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MATERIAŁ I M ETODY

Badania neuropatologiczne wykonano u 61 osób (23 kobiety i 38 mężczyzn) 
zmarłych w wieku 17 — 60 lat (średnia wieku 38,6 lat) z powodu białaczki 
w okresie od 1978 do 1̂ 987 r. W 45 przypadkach rozpoznano ostrą białaczkę 
nielimfoblastyczną (OBN), w 35 — była to ostra białaczka mieloblastyczna, 
w 10 — ostra białaczka mielomonocytoidalna. W 16 przypadkach stwierdzono 
przełom blastyczny przewlekłej białaczki szpikowej (PBPBS). Typ białaczki 
ustalono na podstawie badań cytologicznych krwi i szpiku oraz cytochemicz- 
nych (reakcja PAS) i cytoenzymatycznych blastów (reakcja peroksydazowa 
metodą Sato i reakcja na obecność esterazy alfa- naftylo-octanowej). U 37 
chorych stosowano złożone leczenie cytostatykami (polichemioterapią), na 
którą składał się: Cyklofosfamid (CTX), Oncovin (O =  VCR), Adriablastyna 
(ADR), Rubidomycyna (DRB), Arabinozyd-C (Ara-C), Metotreksat (MTX) 
w cyklach COAP, AR, VIDAP, VAPA. W przypadkach PBPBS leczenie 
polegało na podawaniu tylko jednego cytostatyku (monochemioterapia) — 
6-merkaptopuryny (6-MP). Przypadki te pochodziły z okresu przed wprowa
dzeniem polichemioterapii tej choroby. Grupę odniesienia stanowiło 10 cho
rych, którzy nie byli leczeni cytostatykami. Preparaty parafinowe z różnych 
okolic mózgowia barwiono hematoksyliną i eozyną, fioletem krezylu oraz 
metodami Heidenhaina, Holzera, PAS, van Gieson, a skrawki mrożone 
impregnowano metodą Bielschowskiego. Oceniając zmiany w korze móżdżku 
przyjęto czterostopniową skalę uszkodzenia warstwy ziarnistej: Г  — ognis
kowe przerzedzenie, II0 — rozlane wyraźne przerzedzenie, 111° — ogniskowy 
zanik, IV0 — rozlany zanik warstwy ziarnistej.

Obliczenia statystyczne przeprowadzono za pomocą nieparametrycznego 
testu istotności różnic Kołmogorowa-Smirnowa — wariant b (Brzeziński 
1975).

WYNIKI

Zmiany zwyrodnieniowe w móżdżku stwierdzono w 31 przypadkach (51%), 
spośród 61 poddanych badaniu. Najwyraźniejsze zmiany obserwowano w for
macjach istoty szarej.

Zmiany w korze móżdżku. W 13 przypadkach (21,3%) warstwa ziarnista 
kory móżdżku wykazywała przerzedzenie. W 8 przypadkach miało ono 
charakter rozlany (II0), w 5 przypadkach ogniskowy (1°) i występowało głównie 
w robaku lub pojedynczych płacikach półkul móżdżku. Komórki ziarniste były 
mniej uszkodzone na obwodzie warstwy, gdzie występowały często w postaci 
gniazd. W 6 przypadkach (9,8%) przerzedzenie warstwy ziarnistej było rozlane, 
graniczyło z całkowitym jej zanikiem (ІІГ i IV°) (rye. 1 i 2). Największemu 
przerzedzeniu komórek towarzyszył rozpad podłoża warstwy ziarnistej. Poje
dyncze zachowane neurony wykazywały bardzo zaawansowane zmiany zwyro
dnieniowe (ryc. 3). W tabeli 1 przedstawiono częstość występowania prze
rzedzenia lub zaniku warstwy ziarnistej kory móżdżku w okresie objętym
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Tabela 1. Występowanie cerebellopatii o typie zaniku warstwy ziarnistej kory móżdżku w badanym
materiale w latach 1976—1986 

Table 1. The appearance of cerebellar granular layer atrophy in studied material since 1976 to 1986

Liczba przypadków 
Number of cases

Lata kalendarzowe 
Years z cerebellopatią 

with 
cerebellopathy

bez cerebellopatii 
without 

cerebellopathy

1 9 7 6 -1 9 8 0 2 10
1 9 8 1 -1 9 8 3 3 17
1 9 8 4 -1 9 8 6 14 15

oceną. Zwraca uwagę fakt statystycznie znamiennie częstszego występowania 
tego typu zmian w przypadkach badanych w latach 1984—1986.

We wszystkich przypadkach obserwowano przerzedzenie komórek Purkin- 
jego, zarówno w głębi rowków, jak i na szczycie zakrętów; w 9 przypadkach 
(14,8%) przerzedzenie to było duże. Gdzieniegdzie w miejscach po zanikłych 
komórkach Purkinjego widoczne były jedynie wypustki komórek koszycz
kowych. Komórki Purkinjego były zwykle obkurczone, posiadały ciemniejszą 
cytoplazmę i jądro. Część zachowanych komórek wykazywała cechy schorze
nia homogenizacyjnego.

Zmiany w jądrach zębatych. W 22 przypadkach (36%) neurony były 
obkurczone i nadbarwliwe, rzadziej obserwowano obrzęk i wakuolizację 
cytoplazmy (ryc. 4). W 28 przypadkach (45,9%) stwierdzono, różnie nasilone 
przerzedzenie neuronów. W 10 z nich występował wyraźny zanik odcinkowy 
neuronów, a w 2 przypadkach jądro zębate było prawie całkowicie pozbawione 
komórek nerwowych; zachowane neurony były ciemne, wyraźnie obkurczone, 
wydłużone (ryc. 5).

Uszkodzenie mieliny. W 17 przypadkach (27,9%) obserwowano obrzęki 
i fragmentację osłonek mielinowych; w 14 z nich zmiany były umiarkowane, 
zwykle obejmowały niewielki obszar w głębi półkuli móżdżku, w 3 przypad
kach obrzęk był wyraźny i rozlany. W 5 przypadkach (8,2%) stwierdzono 
rozległe spłowienie mieliny, z współistniejącym obrzękiem istoty białej, 
a w 3 (4,9%) demielinizację: w 2 była ona rozlana z zachowanymi jedynie 
pasmami obrzmiałych włókien, w 1 — okołonaczyniowa (ryc. 6). Najmniej 
uszkodzone były osłonki mielinowe w obrębie płacików i w okolicy pod- 
korowej.

Odczyn glejowy stwierdzono w 15 przypadkach (24,5%), przy czym w 3 był 
wyraźny. Glejoza miała zwykle charakter rozlany, mikroglejowo-astrocytarny. 
Formy pałeczkowate mikrogleju występowały głównie w obrębie jąder zęba
tych, tam też spotykano pojedyncze grudki neuronofagiczne. Nasilenie od
czynu glejowego nie było proporcjonalne do stopnia uszkodzenia mieliny ani 
zaniku neuronów w jądrach zębatych. W 19 przypadkach (31,1%) obser-
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wowano rozplem gleju Bergmanna, z czego w 9 był on wyraźny. Obrzęk tkanki 
nerwowej występował w 12 przypadkach (19,7%), przy czym w 4 był duży, 
obejmował zwykle równomiernie istotę białą obu półkul móżdżku, bądź 
okolice jąder zębatych.

Zmiany w ścianach naczyń obserwowano rzadko (2 przypadki — 3,3%). 
Polegały one na niewielkim zwłóknieniu ściany i umiarkowanym rozplemie 
śródbłonków.

Niebiałaczkowe nacieki okołonaczyniowe stwierdzono w 28 przypadkach 
(45,9%). Były to nacieki limfocytarne z domieszką pojedynczych komórek 
plazmatycznych. W przeważającej większości nacieki były drobne, często 
otaczały jedynie część naczynia (ryc. 7). Nacieki występowały w istocie białej 
tylko wokół naczyń żylnych, zwykle o średnicy od 50 do 250 /яп. Czas trwania 
białaczki w przypadkach z opisanymi naciekami był statystycznie istotnie 
krótszy od okresu choroby w przypadkach bez nacieków.

W tabeli 2 przedstawiono zależność między chemioterapią a zmianami 
zwyrodnieniowymi w móżdżku. Jak wynika z zestawienia przerzedzenie lub 
zanik warstwy ziarnistej i jąder zębatych, demielinizację i odczyn glejowy 
obserwowano częściej u chorych leczonych cytostatykami w sposób skojarzony.

Ryc. 1. Rozlany zanik warstwy ziarnistej kory móżdżku i wyraźne przerzedzenie komórek 
Purkinjego. Fiolet Krezylu. Pow. 63 x 

Fig. 1. Diffuse cerebellar granular layer atrophy and advanced Purkinje cell rarefaction. Cresyl
violet, x 63

Ryc. 2. Wyraźne przerzedzenie warstwy ziarnistej kory móżdżku. HE. Pow. 100 x 

Fig. 2. Distinct cerebellar granuTnr layer raréfaction. HF., x 100

Ryc. 3. Zanik warstwy ziarnistej kory móżdżku. Przetrwałe neurony zniekształcone, blade. Fiolet
krezylu. Pow. 240 x

Fig. i .  Cerebellar granular layer atrophy. Surviving neurons mis-shapen, pale. Cresyl violet, x 240 

Ryc. 4. Duża wodniczka w cytoplazmie neuronu jądra zębatego. HE. Pow. 60 x 

Fig. 4. Large vacuole in neuron cytoplasm of dentate nucleus. HE. x 60
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Ryc. 5. Zanik neuronów jądra zębatego. Pojedyncze przetrwałe komórki nerwowe obkurczone,
ciemne. Fiolet krezylu. Pow. 100x  

Fig. 5. Atrophy of dentate nucleus neurons. Single surviving cells shrunken, dark. Cresyl violet.
X 100

Ryc. 6. Demielinizacja wokół drobnego naczynia żylnego. Heidenhain. Pow. lOOx 
Fig. 6. Demyelination around a small vein. Heidenhain, x 100 

Ryc. 7. Naciek limfocytarny wokół cienkościennego naczynia żylnego w istocie białej półkuli 
móżdżku. Fiolet krezylu. Pow. 240 x 

Fig. 7. Lymphocytic infiltration around a thin-walled vein in the cerebellar white matter. Cresyl
violet, x 240
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Tabela 2. Chemioterapia a rodzaj zmian miąższowych w móżdżku 
Table 2. Chemotherapy and the type of cerebellar parenchymatous changes

Zmiany miąższowe  
Parenchymatous changes

Polichemio-
terapia

Polychemo
therapy

Monoche-
mioterapia

Monochemo
therapy

Bez
cytostatyków

Without
cytostatics

Przerzedzenie lub zanik warstwy ziarnistej kory móżdżku częste częste rzadkie
Rarefaction or atrophy of cerebellar granular layer frequent frequent . rare

Przerzedzenie lub zanik jąder zębatych częste częste rzadkie
Rarefaction or atrophy of dentate nuclei frequent frequent rare

Demielinizacja obecna nieobecna nieobecna
Demyelination present absent absent

Spłowienie mieliny obecne obecne nieobecne
Myelin pallor present present absent

Obrzęk mieliny częsty rzadki częsty
Myelin edema frequent rare frequent

Odczyn glejowy częsty obecny nieobecny
Glial reaction frequent present absent

Obrzęk tkanki nerwowej obecny obecny częsty
Nervous tissue edema present present frequent

OMÓW IENIE

W przebadanym materiale zmiany zwyrodnieniowe w móżdżku stwier
dzono w 51% przypadków. Zgodnie z wcześniejszymi doniesieniami (Mos
sakowski i wsp. 1962; Nowacki 1987) nie miały one charakteru swoistego dla 
białaczek. Podkreślenia wymaga fakt częstego występowania w naszych 
przypadkach uszkodzenia warstwy ziarnistej kory móżdżku (31%). Dotychczas 
opisano niewiele przypadków ze zmianami tego rodzaju, głównie w przebiegu 
nowotworów litych rozwijających się poza układem nerwowym (Kuchna 1987; 
Stefansson, Arnason 1987).

Etiopatogeneza zaniku warstwy ziarnistej kory móżdżku nie została 
dotychczas w pełni wyjaśniona. Obserwacje nasze wskazują na udział poliche- 
mioterapii w powstawaniu tych zmian. Były one częstsze w grupie chorych, 
u których zastosowano skojarzone leczenie cytostatykami. Trudno też od
powiedzieć na pytanie, co spowodowało, że największą liczbę przypadków 
z zanikiem warstwy ziarnistej obserwowaliśmy w materiale z ostatnich 2 — 3 
lat. Wydaje się, że jedną z przyczyn może być wprowadzenie coraz bardziej 
„agresywnych” schematów chemioterapii białaczek. Być może chemioterapia 
stanowi tylko jeden z czynników prowadzących do uszkodzenia warstwy 
ziarnistej móżdżku.

Innym, coraz częściej podkreślanym czynnikiem jest odczyn immunologicz
ny tkanki nerwowej na proces nowotworowy. Za takim mechanizmem 
uszkodzenia warstwy ziarnistej mogą przemawiać te z naszych przypadków
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z zanikiem tej warstwy, w których zastosowano jedynie 6-MP lub wcale nie 
przeprowadzono chemioterapii. Być może obserwowane przez nas drobne 
okołożylne nacieki limfocytarne są morfologicznym przejawem właśnie tego 
typu reakcji immunopatologicznych. Czas trwania choroby w przypadkach 
z naciekami był 2-krotnie krótszy niż w grupie chorych, u których nie 
stwierdzono nacieków. Wynika to prawdopodobnie z większego nasilenia 
reakcji immunologicznych w przypadkach o bardziej złośliwym i dynamicznym 
przebiegu.

Inną strukturą móżdżku, w której zmiany występowały równie często jak 
w korze, były jądra zębate. Obserwacje nasze zgodne są z doniesieniami innych 
autorów, którzy także uznają zmiany w jądrach zębatych, za charakterystyczne 
dla cerebellopatii w przebiegu nowotworów rozwijających się poza układem 
nerwowym (Henson, Urich 1982). W neuronach jąder zębatych obserwowaliś
my zwyrodnienie wodniczkowe, częściej w przypadkach leczonych intensywnie 
cytostatykami. Breuer i wsp. (1977), obserwowali podobne zmiany w neuro
nach rdzenia u chorych leczonych Ara-C, uznając ten lek za toksyczny dla 
tkanki nerwowej. Nie wykluczone jednak, że zmiany wodniczkowe są między 
innymi skutkiem rozwijającego się w neuronach schorzenia ischemicznego 
(Kozik, Pietrzak 1983). Trudno powiedzieć, czy istnieje wpływ wspomnianego 
czynnika immunologicznego na uszkodzenie jąder zębatych.

W przypadkach, w których stosowano polichemioterapię obserwowaliśmy 
też częściej niż u pozostałych chorych demielinizację. Wydaje się, że nie jest ona 
zjawiskiem wtórnym do zmian aksonalnych, jak sądzi Hendin i wsp. (1974), 
ponieważ w naszym materiale występowały zmiany w aksonach rzadko i były 
one niewielkie.

Zmiany obrzękowe były najprawdopodobniej związane z burzliwymi zjawi
skami przedśmiertnymi, na co wskazuje fakt, że występowały głównie w przy
padkach o krótkim, gwałtownym przebiegu choroby. Uszkodzenie naczyń, 
w przeciwieństwie do innych autorów (Iwanowski 1985) spotykaliśmy rzadko, 
pomimo że ściana naczyniowa narażona była na bezpośrednie oddziaływanie 
cytostatyków podawanych dożylnie.

Na podstawie własnych obserwacji możemy stwierdzić, że u chorych 
poddanych skojarzonemu leczeniu cytostatykami zmiany zwyrodnieniowe 
w O U N  są bardziej nasilone niż w przypadkach leczonych tylko 6-MP, lub nie 
leczonych. Przy ocenie morfologicznej odróżnienie skutków działania każdego 
z cytostatyków z osobna na tkankę nerwową jest u człowieka praktycznie 
niemożliwe.

Zmiany zwyrodnieniowe w móżdżku u chorych na białaczki są wypadkową 
oddziaływania czynników toksycznych, (związanych głównie z chemioterapią), 
radioterapii, procesów autoimmunologicznych, metabolicznych, infekcyjnych, 
naczyniowych, wrażliwości osobniczej, przy czym pierwszy z wymienionych 
wydaje się odgrywać rolę bardzo ważną. Nie stwierdzono natomiast w bada
nym materiale zależności pomiędzy wiekiem chorych i występowaniem oraz 
nasileniem zmian w móżdżku. Nasuwa się pytanie, czy w białaczkach można
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użyć określenia „zespół paranowotworowy” w myśl przyjętej definicji (Stefans- 
son, Arnason 1987). Z powodu wpływu na OUN tak wielu czynników, których 
skutki oddziaływania na tkankę nerwową są praktycznie niemożliwe do 
rozdzielenia, bardziej prawidłowe wydaje się określenie „zmiany zwyrod
nieniowe w przebiegu białaczki”.

WNIOSKI

1. U chorych na ostre białaczki nielimfoblastyczne zmiany zwyrodnieniowe 
w móżdżku są zjawiskiem częstym, zwłaszcza cerebellopatia o typie zaniku 
warstwy ziarnistej.

2. Jedną z przyczyn uszkodzenia warstwy ziarnistej kory móżdżku, jąder 
zębatych i mieliny jest u tych chorych najprawdopodobniej skojarzone leczenie 
cytostatykami.

CEREBELLAR DEGENERATIVE CHANGES IN ADULT  
NO N-LYM PHOBLASTIC LEUKEMIAS

S u m m a r y

Neuropathological investigations have been performed on 61 patients of both sexes, aged 
17 — 60 years, deceased owing to nonlymphoblastic leukemias. The cerebellar degenerative changes 
appeared in 51 percent of cases mainly in the grey matter. Distinct rarefaction or atrophy of the 
cerebellar granular layer and the dentate nuclei were frequent phenomena. The following 
classification of the cerebellar granular layer damage was used: Г  — focal rarefaction, 11° — diffuse 
distinct rarefaction, IIГ  — focal atrophy, IV° — diffuse atrophy.

The investigations suggest that polychemotherapy is one of the causes of cerebellar 
degenerative changes, especially atrophy of the granular layer and dentate nuclei, as well as 
demyelination. In leukemias of short duration more frequently than in the remaining cases 
lymphocytic perivenous infiltrations appeared in the white matter. It seems to be a consequence of 
immunopathological reactions between the neoplasm and the nervous tissue in cases with more 
dynamic course of the disease.
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WPŁYW TECHNIKI HISTOLOGICZNEJ NA OBJĘTOŚĆ I MASĘ 
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Badania morfometryczne mające na celu ilościową ocenę poszczególnych 
składników tkankowych oraz zmian w nich zachodzących, wymagają okreś
lonych warunków w obróbce histologicznej materiału. Zachowanie tych 
warunków jest nieodzowne aby zapewnić uzyskanie jednolitego materiału 
i porównywalność wyników. Od dawna wiadomo, że tkanka pod wpływem 
obróbki histologicznej ulega zmianom artefaktycznym, co doprowadziło do 
wprowadzenia terminu „Aquivalentbild” do podkreślenia różnicy między 
rzeczywistym wyglądem komórki a jej obrazem po przejściu procesu obróbki 
histologicznej.

Procedura histologiczna, a zwłaszcza procesy utrwalania, odwadniania 
i prześwietlania powodują zmiany objętości, masy i ciężaru właściwego tkanki 
(Bahr i wsp. 1957; Frontera 1958; Heidenhain 1916; Leibnitz 1971, 1972). 
Szczególne znaczenie ma skład odczynnika utrwalającego, jego stężenie oraz 
temperatura utrwalania. W trakcie histologicznego opracowania materiału 
występuje szereg dodatkowych czynników, które również mają wpływ na 
jakość uzyskiwanych preparatów (warunki krojenia, zmiany związane z różną 
trwardością parafiny, sposób rozprostowania skrawka) (Kraus 1962). Nie
zmiernie ważne więc jest określenie takich warunków techniki histologicznej, 
które by powodowały, jak najmniejsze deformacje tkanki. W odniesieniu do 
tkanki mózgu dodatkowym czynnikiem, który musi być wzięty pod uwagę jest 
wiek zwierzęcia doświadczalnego, gdyż wiadomo, że reakcja mózgu na 
obróbkę histologiczną zależy od jego wieku (Leibnitz 1971, 1972).

Badania morfologiczne nad doświadczalnym parkinsonizmem zmierzają do 
wyjaśnienia stanu struktur, z uszkodzeniem których związany jest zespół 
objawów choroby Parkinsona, a mianowicie istoty czarnej i prążkowia.

*Praca wykonana w ramach problemu węzłowego nr 06-02. II. 3. 3. koordynowanego przez 
CM DiK  PAN w Warszawie
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Również próby terapeutycznego zastosowania przeszczepów komórek produ
kujących dopaminę wymagają obiektywnej oceny wpływu przeszczepu na 
struktury mózgu, uszkodzone w doświadczalnym parkinsonizmie. Realizacja 
wielostopniowego programu badań nad przeszczepami domózgowymi w do
świadczalnym parkinsonizmie wymaga więc standaryzacji metod, zapewniają
cych porównywalność wyników. Konieczne jest również określenie dynamiki 
rozwoju struktur mózgu uszkodzonych w przebiegu parkinsonizmu oraz 
używanych do przeszczepu (istota czarna) i przyjmujących przeszczep (prąż- 
kowie).

Celem badań było wyjaśnienie wpływu procesów utrwalania, odwadniania 
i prześwietlania materiału na wyniki badań morfometrycznych. Dalszym 
zadaniem była ocena zmian objętości istoty czarnej,jądra ogoniastego (skoru
py i gałki bladej) w okresie pierwszych sześciu miesięcy życia szczura, jak 
również określenie dynamiki rozwoju tych struktur w odniesieniu do masy 
ciała zwierząt oraz masy całego mózgu, dynamiki rozwoju mózgu oraz całego 
organizmu.

MATERIAŁ I M ETODY

Badania przeprowadzono na 112 szczurach wsobnych szczepu Wistar 
WAG Albino, hodowanych we własnej zwierzętarni. Linia ta pochodzi z Glaxo 
Researches Center. Çelem zapewnienia standardowych warunków żywienia 
i rozwoju zwierząt przeznaczonych do badań biomorfozy mózgu, wielkość 
każdego miotu redukowano do 6.

Ocena wpływu czasu, warunków utrwalania oraz odwadniania 
i prześwietlania na ciężar i objętość mózgu.

Badania wpływu czasu i warunków utrwalania wykonano na 20 szczurach 
5-miesięcznych, samicach o masie mózgu 1662—1708 mg. Oceniono wpływ 
formaldehydu 4% i 8% o pH 6,3 —6,7 działającego w temperaturze 4 С i 20°C, 
w następujących czterech wariantach: 1) stężenie formaldehydu 4%, tem
peratura 20°C, 2) stężenie formaldehydu 4%, temperatura 4°C, 3) stężenie 
formaldehydu 8%, temperatura 20°C, 4) stężenie formaldehydu 8%, tem
peratura 4°C.

Wpływ czynnika czasu na ciężar i objętość oraz ciężar właściwy mózgu 
oceniono po 1, 2, 3, 4, 7, 10 i 14 dniach utrwalania.

Objętość mózgu ustalono określając masę mózgu w powietrzu i w płynie
o znanym ciężarze właściwym posługując się wzorem:

v  _  Wb -  Wbf 
b SWf ■

Ciężar właściwy mózgu obliczano według wzoru:
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przy czym: Vb — objętość mózgu, Wb — ciężar mózgu w powietrzu, Wbf
— ciężar mózgu w płynie, SWf — ciężar właściwy płynu, SWb — ciężar 
właściwy mózgu.

Ocena wpływu odwadniania i prześwietlania dokonana została na 20 
szczurach samicach w wieku 5,5 miesiąca, o ciężarze mózgu 1706—1790 mg. 
Mózgi utrwalano przez dwie doby w formaldehydzie 4 i 8%, przy pH 6,3-6,7, 
w temperaturze 4°C i 20°C. Następnie odwadniano je w alkoholu etylowym 
w szeregu rosnących stężeń i prześwietlano w benzoesanie metylu.

Wpływ utrwalania, odwadniania i prześwietlania na ciężar mózgu szczurów 
w zależności od wieku zwierząt.

Badania przeprowadzono na mózgach płodów w wieku 18, 20 i 21 dni życia 
płodowego oraz u samców 1 i 7 dniowych, a także 1, 3 i 6 miesięcznych. Mózgi 
utrwalano 2 doby w 8% formaldehydzie o pH 6,3, w temperaturze 20°C. 
Odwadniano je rutynowo w alkoholu etylowym i prześwietlano w benzoesanie 
metylu. W jednym przedziale wieku oceniano 5 — 9 szczurów. Łącznie użyto 72 
zwierzęta.

Pomiary objętości istoty czarnej, jądra ogoniastego i skorupy oraz gałki 
bladej przeprowadzono u szczurów 1 i 7 dniowych oraz 1, 3 i 6 miesięcznych. 
Pomiary wykonywano na seryjnych skrawkach parafinowych mózgów, 4 — 5 
zwierząt, w jednym przedziale wieku, krojonych w płaszczyźnie czołowej. Seria 
skrawków 8-mikronowych z mózgu szczurów 1-dniowych liczyła średnio 680 
skrawków, z 7-dniowych 840, z 1-miesięcznych 1200, z 3-miesięcznych 1470, 
a z 6-miesięcznych 1650 skrawków. Co czwarte szkiełko barwiono rutynowo 
hematoksyliną i eozyną oraz metodą Klüver —Barrery.

Pomiary pola przekroju struktury, identyfikowanej na podstawie atlasu 
(König, Klippel 1963; Sherwood, Timiras 1970), wykonywano w półautomaty
cznym analizatorze obrazów M OP AM-03 firmy KONTRON, przy powięk
szeniu 24 X .  Pole mierzono na co 16 skrawku. Grubość każdej z warstw 
wynosiła 16x8  jum, to jest 128 д т .  W przypadku struktur małych (istota 
czarna i jej części składowe) pomiary wykonywano częściej — na kolejnym 
czwartym lub ósmym skrawku (grubość warstwy wynosiła wtedy odpowiednio 
32 lub 64 ^m). Obliczano objętość poszczególnych warstw badanej 
struktury, a z liczby warstw określano objętość całej struktury.

Wyniki pomiarów objętości istoty czarnej i jej części — prążkowia i gałki 
bladej — porównywano z masą mózgu, a także z ciężarem ciała, uzyskując 
charakterystykę dynamiki rozwoju tych struktur w odniesieniu do dynamiki 
i zakresu zmian w mózgu i całym ustroju szczura we wczesnym okresie jego 
życia.

WYNIKI I OM ÓW IENIE  

Wpływ czasu i warunków utrwalania na ciężar i objętość mózgu.

Oceniono stopień korelacji między ciężarem mózgu a jego objętością. 
W badaniu na 20 szczurach współczynnik korelacji był bardzo wysoki
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i wynosił 0,992. Ciężar mózgu jest łatwo kontrolowanym parametrem charak
teryzującym z dużym przybliżeniem zmiany objętości mózgu.

Formaldehyd o niskim stężeniu (4%), działający w stosunkowo wysokiej 
temperaturze (20°C), powoduje największy wzrost ciężaru i objętości mózgu, 
utrzymujący się przez cały 14-dniowy okres obserwacji (tab. 1). Obniżenie 
temperatury utrwalania do 4°C powoduje niewielki, ale statystycznie znamienny 
spadek zwiększenia objętości mózgu w czasie utrwalania. Najmniejsze zmiany 
powoduje formaldehyd 8% w temperaturze 20°C.

Ogromne znaczenie ma czas utrwalania materiału. Oceniono zakres i dyna
mikę zmian ciężaru i objętości mózgu w czasie 14-dniowego utrwalania 
w formaldehydzie. Ciężar narządu rośnie bardzo szybko w ciągu pierwszej 
i drugiej doby utrwalania. W drugiej dobie utrwalania wzrost, w porównaniu 
z ciężarem mózgu świeżego, wynosi 52%, przy stosowaniu formaldehydu 4% 
w temperaturze 20°C, a tylko 30% przy użyciu formaldehydu 8% w tem
peraturze 4°C. Różnice między wynikami badań w 1 i 2 dobie są statystycznie 
znamienne (przy p <  0,001). Po drugiej dobie obserwuje się stały spadek 
ciężaru mózgu utrwalonego w formaldehydzie. W pierwszym tygodniu spadek 
ten wynosi około 1 — 3% na dobę, ale z czasem proces ten jest coraz wolniejszy. 
W 14 dniu utrwalania, ciężar mózgu jest jeszcze znacznie wyższy od ciężaru 
mózgu świeżego i wynosi od 23% (formaldehyd 8%, 20°C) do 43% (formal
dehyd 4%, 20°C). Tak więc nawet długotrwałe utrwalanie (14 dni), nie 
zapewnia powrotu do stanu wyjściowego. Wielkość różnicy zależy głównie od 
czasu utrwalania, stężenia formaldehydu, a następnie — w mniejszym stop
niu — od temperatury.

W materiale użytym do badań wpływu odwadniania i prześwietlania na 
ciężar mózgu (tab. 2) ujawniono wzrost ciężaru mózgu po dwóch dobach 
utrwalania o 27%, przy stężeniu formaldehydu 8% i o 53%, przy stężeniu 4%. 
Rutynowe odwadnianie w alkoholu etylowym powoduje drastyczny spadek 
ciężaru mózgu od 32% do 39% w stosunku do ciężaru mózgu świeżego.

Prześwietlanie w benzoesanie metylu prowadzi do ponownego, ale tylko 
kilkuprocentowego wzrostu ciężaru mózgu. Po prześwietleniu mózg jest lżejszy 
od mózgu świeżego o 25% (gdy materiał utrwalano w 8% formaldehydzie) do 
17% (przy utrwalaczu 4%). Ustalone odchylenia mogą być dość ścisłą miarą 
błędu obciążającego wyniki pomiarów w mikroskopie świetlnym. Na pod
stawie tych badań można ustalić poprawki korygujące wyniki pomiarów.

Ocena wpływu utrwalania, odwadniania i prześwietlania 
na ciężar mózgów w zależności od wieku zwierzęcia.

Badania przeprowadzone na mózgach płodów w wieku 18, 20 i 21 dni oraz 
zwierząt 1, 7 dniowych i 1, 3 i 6-miesięcznych wykazały, że wpływ utrwalania, 
odwadniania i prześwietlania na ciężar mózgu zależy w dużym stopniu od 
wieku zwierzęcia (tab. 3). Różnice są szczególnie duże we wczesnym okresie 
życia, natomiast są znikome u płodów 20 — 21 -dniowych (wzrost ciężaru mózgu 
tylko o 5%), ale zwiększają się gwałtownie tuż po porodzie u zwierząt w wieku
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Tabela 1. Wpływ utrwalania w formaldehydzie na masę mózgu 
Table 1. The influence of the formaldehyde fixation of the brain weight

Masa świe
żej tkanki 

Fresh

Formal
dehyd

Formal
dehyde

Czas utrwalania (dni) 
Time of fixation (days)

weight Stęż.
„  Temp. 
Conc.

1 2 3 4 7 10 14

mg % % °C mg % mg % mg % mg % mg % mg % mg %

1698 (100) 4 20 2478 (146) 2577 (152) 2542 (149) 2541 (149) 2474 (145) 2472 (144) 2423 (143)
1708 (100) 4 4 2365 (138) 2502 (146) 2487 (146) 2484 (145) 2428 (142) 2406 (141) 2398 (140)
1662 (100) 8 20 2197 (133) 2277 (137) 2232 (134) 2219 (133) 2130 (128) 2093 (126) 2051 (123)
1691 (100) 8 4 2104 (124) 2211 (130) 2167 (128) 2173 (128) 2126 (126) 2104 (124) 2211 (131)
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Tabela 2. Wpływ procedury histologicznej na masę mózgu 
Table 2. The influence of histological procedure on the brain weight

Masa świeżej - 
tkanki 

Fresh weight 
mg

Formaldehyd
Formaldehyde

Odwadnianie
Dehydration

Prześwie
tlanie

Clearingstężenie
concentr

temp.

czas
time

j dzień 2  dni 
day days

1706 (100%) 4% 20°C 2545 (149%) 2614 (153%) 1131 (66%) 1422 (83%)
1790 (100%) 4% 4°C 2491 (139%) 2623 (164%) 1227 (68%) 1534 (86%)
1747 (100%) 8% 20°C 2322 (133%) 2372 (136%) 1070 (61%) 1318 (75%)
1790 (100%) 8% 4°C 2211 (123%) 2267 (127%) 1130 (63%) 1373 (77%)

1 i 7 dni. Badania te dowodzą konieczności uwzględniania poprawek dla 
wyników ocen morfometrycznych, spowodowanych techniką histologiczną 
w zależności od wieku badanych zwierząt. Wpływ ten znacznie maleje, gdy 
ocenia się materiał od zwierząt w wieku 1 — 6 miesięcy.

Dynamika zmian ciężaru ciała i mózgu szczura

Porównanie wykresów ilustrujących zmiany ciężaru ciała i mózgu, we 
wczesnym okresie życia szczura (do 6 miesięcy), sugeruje podobieństwo tych 
przemian biomorfotycznych. Ciężar ciała szczura wzrasta ponad dwukrotnie 
(z 1156 do 3187 mg), między 18 a 20 dniem życia płodu. Szczury 1-dniowe ważą 
5153 mg. Podwojenie ich ciężaru wymaga już 7 dni (do 10016 mg). Szczury 
osiągające dojrzałość płciową w 3 miesiącu ważą 237g. Dalszy wzrost ciężaru 
ciała szczura jest powolny. Między 3 a 6 miesiącem życia przyrost ciężaru ciała 
wynosi tylko 27% (ryc. la). Ciężar mózgu podwaja się między 18 a 20 dniem 
życia płodowego. Mózg szczura 1-dniowego waży 255 mg. W ciągu pierwszych 
7 dni życia następuje prawie potrojenie jego ciężaru (653 mg). Przyrost ciężaru 
mózgu między 3 a 6 miesiącem życia jest już bardzo wolny i sięga tylko 7% (z 
1736 mg do 1870 mg) (ryc. Ib).

Relację zmian rozwojowych całego organizmu i mózgu ujawnia wskaźnik 
ciężaru ciała w przeliczeniu na 1000 mg ciężaru ciała. Wartość tego wskaźnika 
zmienia się w badanym okresie życia szczura w bardzo szerokich granicach: od 
89,1 w 18 dniu życia płodowego do 6,1 w 6 miesiącu życia szczura. Tendencja 
spadkowa obserwowana jest w ciągu całego półrocza, z wyjątkiem okresu 
między 1 a 7 dniem życia. W tym czasie wartość wskaźnika przejściowo 
wzrasta z 49,5 do 65,2 (ryc. lc). Obserwowane zmiany świadczą o relatywnie 
zaawansowanym rozwoju mózgu w ostatnich dniach życia płodowego i bardzo 
wczesnym okresie życia pozapłodowego szczura. Wartość tego wskaźnika 
maleje między 3 a 6 miesiącem, co oznacza wyrównywanie tempa rozwoju 
mózgu i całego organizmu.
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Tabela 3. W pływ procedury histologicznej na masę m ózgu w zależności od wieku szczura

Table 3. The influence of histological procedure on the brain weight depending on the age of rat

Masa mózgu 
Brain weight

Okres płodowy 
Fetal period

Okres po urodzeniu 
Postnatal period

18 d 20 d 21 d 1 d 7 d 1 m 3 m 6 m

mg % mg % mg % mg % mg % mg % mg % mg %

Świeży (100) 
Fresh

104 (100) 215 (100) 251 (100) 255 (100) 653 (100) 1451 (100) 1763 (100) 1870 (100)

Utrwalony
Fixation

138 ( +  33) 225 ( +  5) 262 ( +  5) 393 ( +  54) 983 ( +  57) 1837 ( +  27) 2257 ( +  28) 2230 (+ 1 9 )

Odwodniony
Dehydration

45 ( - 5 6 ) 78 ( - 6 4 ) 36 ( - 6 4 ) 108 ( - 5 8 ) 315 ( - 5 2 ) 762 ( - 4 7 ) 1065 ( - 4 0 ) 1085 ( - 4 2 )

Prześwietlony
Clearing

52 ( - 5 0 ) 99 ( - 5 4 ) 113 ( - 5 5 ) 144 ( - 4 4 ) 409 ( - 3 7 ) 924 ( - 3 6 ) 1290 ( - 2 7 ) 1358 ( - 2 7 )
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Rye. 1: a — zmiany masy ciała w zależności od wieku szczura, b — zmiany masy świeżego mózgu 
w zależności od wieku szczura, с — stosunek masy świeżego mózgu do masy ciała (wskaźnik na

1 000 mg masy ciała)
Fig. 1: a — changes of body weight depending on the age of rat, b — changes of fresh brain weight 
depending on the age of rat, с — the relation of fresh brain weight to body weight (index per 1 000 

mg of body weight) depending on the age of rat
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Ryc. 2. Zmiany objętości prążkowia, gałki bladej i istoty czarnej w okresie 6 miesięcy życia szczura 
Fig. 2. Changes of volumes of striatum, globus pallidus and substantia nigra during 6 months of life
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Ryc. 3. Stosunek objętości prążkowia i gałki bladej do masy ciała w zależności od wieku szczura 
Fig. 3. The relation of volumes of striatum and globus pallidus to body weight depending on the age

of rat
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Ryc. 4. Stosunek objętości poszczególnych części istoty czarnej do masy ciała w zależności od wieku
szczura

hig. 4. The relation of volumes of substantia nigra parts to body weight depending on the age of rat
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Ryc. 5. Stosunek objętości prążkowia i gałki bladej do masy świeżego mózgu w zależności od
wieku szczura

Fig. 5. The relation of volumes of striatum and globus pallidus to fresh brain weight depending on
the age of rat
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Ryc. 6. Stosunek objętości poszczególnych części istoty czarnej do masy świeżego mózgu

w zależności od wieku szczura 
Fig. 6. The relation of volumes of substantia nigra parts to fresh brain weight depending on the age

of rat
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Zmiany objętości prążkowia, gałki bladej i istoty czarnej mózgu 
w pierwszym półroczu życia szczura

Objętość n u c le u s  c a u d a tu s -p u ta m e n  rośnie między pierwszym dniem życia 
szczura a 6 miesiącem z 2,604 mm3 do 22,87 m m 3. Tempo wzrostu jest bardzo 
zróżnicowane. W pierwszych 7 dniach objętość n u c le u s  c a u d a tu s -p u ta m e n  
wzrasta o 126%, między 7 a 30 dniem o 173%. Zdecydowane zahamowanie 
tempa wzrostu prążkowia obserwuje się między 3 a 6 miesiącem — przyrost 
objętości wynosi tylko 0,3%. Objętość gałki bladej wzrasta z 0,222 m m 3 
w pierwszym dniu życia do 2,376 mm3 w 6 miesiącu. Dynamika rozwojowa jest 
również zróżnicowana. W pierwszym tygodniu objętość gałki zwiększa się
0 260%, w ciągu trzech miesięcy (między 3 a 6 miesiącem) objętość zwiększa się 
tylko o 12% (ryc. 2). Objętość części zbitej istoty czarnej wzrasta z 0,0375 mm3 
w 1 dniu życia do 0,4229 w 6 miesiącu. Przyrost w pierwszym tygodniu 
przekracza 300%, ale między 7 a 30 dniem wynosi tylko 119%. Między 
3 a 6 miesiącem ujawniono nieznaczny (3,3%) spadek objętości części zbitej 
istoty czarnej. Objętość warstwy siatkowatej istoty czarnej jest blisko 3-krotnie 
większa niż zbitej. W 1 dniu życia objętość warstwy siatkowatej wynosi 0,1286 
mm3. Wzrost objętości trwa tylko do 3 miesiąca (1,2891 mm3). Objętość części 
bocznej rośnie z 0,0083 mm3 w pierwszym dniu życia do 0,1764 mm3 
w 3 miesiącu (ryc. 2). Dynamika zmian rozwojowych n u c le u s  c a u d a tu s - p u ta m e n , 
gałki bladej, części zbitej, siatkowatej i bocznej istoty czarnej oceniana 
w porównaniu z rozwojem całego organizmu jest odmienna (ryc. 3 i 4). Między
1 a 7 ‘dniem życia objętość tych struktur rośnie szybciej niż ciężar ciała. 
Wskaźnik ten ujawnia jednak tendencję spadkową w okresie między 7 dniem 
życia a 6 miesiącem.

Wskaźnik objętości jądra ogoniastego — skorupy oraz trzech składników 
istoty czarnej — części zbitej, siatkowatej i bocznej w przeliczeniu na jednostkę 
ciężaru mózgu ujawnia podobny kierunek zmian (ryc. 5 i 6). Wartość tego 
wskaźnika rośnie między 7 dniem życia a 3 miesiącem, co wskazuje na większą 
dynamikę rozwojową badanych struktur w tym czasie, niż całego mózgu. Po 
3 miesiącach obserwuje się stabilizację lub przewagę w rozwoju mózgu 
w zestawieniu ze zmianami w istocie czarnej lub prążkowiu. Odmienny jest 
przebieg zmian gałki bladej. Wskaźnik ma niemal stałą wartość między 
7 dniem a 6 miesiącem życia, co przemawia za wyrównanym tempem rozwoju 
gałki bladej i mózgu. Wyniki przeprowadzonych badań kierunku, zakresu 
dynamiki zmian objętości jądra ogoniastego-skorupy, gałki bladej oraz po
szczególnych części istoty czarnej umożliwiają oznaczenie liczby komórek 
zawartych w tych strukturach, jak również objętości składników tkankowych, 
komórkowych i subkomórkowych.

WNIOSKI

Wyniki badań morfometrycznych w mikroskopie świetlnym zależą od 
metod utrwalania, odwadniania i prześwietlania.
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Utrwalanie w formaldehydzie powoduje wzrost objętości i ciężaru mózgu
— nawet o 52%. Najmniejsze zmiany powoduje utrwalacz o wysokim stężeniu 
(8%) działający w temperaturze 20°C.

Wzrost objętości mózgu zależy od czasu utrwalania, jest największy 
w drugiej dobie, po czym stopniowo maleje.

Mózgi pobrane od zwierząt w różnym wieku zwiększają swoją objętość 
w trakcie utrwalania w różnym stopniu — największe zmiany występują 
w mózgach zwierząt w wieku 1—7 dni.

Odwadnianie mózgu w alkoholu etylowym powoduje spadek jego ciężaru
i objętości o 32 — 39% w stosunku do mózgu świeżego.

Prześwietlenie w benzoesanie metylu powoduje kilkuprocentowy wzrost 
ciężaru i objętości mózgu w stosunku do mózgu świeżego.

Po utrwaleniu, odwodnieniu i prześwietleniu ciężar mózgu jest niższy od 
mózgu świeżego o 25% (formaldehyd 8%, temperatura 20°C).

W ciągu pierwszego półrocza życia objętość jądra ogoniastego-skorupy 
rośnie z 2,604 do 22,87 mm3, gałki bladej z 0,222 do 2,376 mm3, części zbitej 
istoty czarnej z 0,0375 do 0,42229 mm3, części siatkowatej z 0,1286 do 1,2891 
mm3, a bocznej z 0,0083 do 0,1764 mm3.

Dynamika rozwoju tych struktur jest w pierwszych 7 dniach życia większa, 
niż dynamika wzrostu ciężaru całego ciała. Wskaźnik ten maleje jednak 
nieustannie między 7 dniem a 6 miesiącem życia.

Rozwój prążkowia i istoty czarnej jest szybszy od rozwoju mózgu między 
7 dniem a 3 miesiącem życia. Dynamika rozwoju gałki bladej i mózgu jest 
jednakowa, równomierna w okresie życia pozapłodowego.

IN FLU ENCE OF HISTOLOGICAL PRO CEDURE O N THE VOLUM E A N D  WEIGHT
OF SOME BRAIN STRUCTURES O F RAT IN THE EARLY STAGE OF LIFE

S u m m a r y

The aim of the studies was to elaborate technical procedure of material preparation for 
quantitative studies and determination of correction coefficients of morphometric parameters in 
dependence on histological procedure. Moreover, volume changes of the rat substantia nigra and 
striatum (structures degenerating in Parkinson’s disease) during the first half year of life were 
estimated.

As fixatives 4 and 8% formaldehyde in 4 and 20°C were used. Irrespective of applied variant of 
fixation formaldehyde produced during first 48 hrs rapid increase of the brain weight and volume 
up to 52% of that of the fresh brain, which was followed by slow decrease of brain weight of about
1—3%/24 hrs. The most pronounced changes caused 4% formaldehyde in 20°C. The best 
conditions for morphometric studies were obtained with the use of 8% formaldehyde in 20°C. 
Dehydration in ethyl alcohol produced violent decrease of brain volume and weight (from 32% up 
to 39% of the fresh brain weight). Clearing in methyl bensoesane increases again the brain weight 
by a few percentage. The obtained results make possible to estimate error size in morphometric 
studies conducted on the formaldehyde-fixed material. It was stated also that the above histological 
procedure causes more pronounced changes in fetal rat brain and in brain of 1—2-day-old rats. 
Stabilization of changes caused by histological procedure is achieved between first and sixth 
months of rat life.
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