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Ca?*-MEDIATED DEGRADATION OF CENTRAL NERVOUS
SYSTEM (CNS) PROTEINS

Department of Neurochemistry, Medical Research Centre Polish
Academy of Sciences, Warsaw

Brain tissue has been known for years to contain calcium-stimulated
proteolytic activity (Guroff 1964). Calcium-activated neutral proteinases
(CANPs), also known as calpains, have been implicated in neurobiological
phenomena ranging from regeneration and synaptic plasticity to degeneration
and cell death. In neurons, the potential activity of CANPs is very high— more
than half of the total content of protein larger than 60 000 daltons is degraded
within 15 minutes in intact retinal ganglion cell (RGC) axons, when CANP
activity is maximally expressed in vitro (Nixon 1986). Harnessing this great
proteolytic activity appears to involve at least several mechanisms, including
changes in calcium concentration, interaction with the specific endogenous
inhibitor, autolytic conversion of the enzymes to inactive forms, and possibly,
activation of proenzymes.

The presence of multiple CANPs in RGC neurons and their greater
potential activity in RGC axons as compared with adjacent glial cells imply the
possibility that some of them play special roles in neuronal function (Nixon et
al. 1983; Schlaepfer et al. 1984). The diverse roles proposed for cal-
cium-activated neural proteinases thus far include activation of specific
enzymes (Inoue et al. 1977; Hamon, Bourgoin 1979; Nishizuka 1984), modifica-
tion of receptor binding properties (Baudry et al. 1981) and of cytoskeletal
proteins and regulation of membrane-cytoskeletal interactions (Schlaepfer
1979; Siman et al. 1984; Vitto, Nixon, 1986). In addition to physiological role,
calcium-activated proteolysis has also been proposed as a pathogenic factor in
certain neurodegenerative disorders (Siman et al. 1985). CANP may be one of
the targets of calcium ions mobilized when the cell is stimulated by various
external signals.

Interest 1n these enzymes stems not only from their high activity in nervous
tissue (Banik et al. 1983; Malik et al. 1983; Zimmermann, Schlaepfer 1984a,b),
but also from their high affinity for specific endogenous substrates. Brain
CANPs for example selectively cleave a protein associated with the glutamate
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receptor in the rat brain (Baudry et al. 1981) and specifically modify the
neurofilament protein subunit in the mouse retinal ganglion cell neurons
(Nixion ct al. 1983). CANPs have a restricted substrate specificity and lack
general proteolytic activity. They are therefore suitable to accomplish a specific
rather than a general function in the metabolic turnover of CNS proteins.

PROTEOLYSIS OF ENDOGENOUS SUBSTRATES BY CANPs IN CNS

CANPs cleave proteins by limited proteolysis, yielding sizable peptide
fragments that may well have biological activity. Thus limited proteolysis can
lead to alteration of the structure and modification of the protein properties.
Activation of CANPs, therefore, can be regarded as a mechanism whereby local
increase of free calcium ion is translated into an irreversible modification of
target proteins such as activation and/or inactivation of their specific functions
(Tab. 1).

Table 1. Limited proteolysis of endogenous substrates by CANP
Tabela 1. Ograniczona proteoliza endogennych substratow przez CANP

Substrate Function of CANP
Substrat Funkcja CANP
Enzyme Activation/inactivation
Enzym Aktywacja/inaktywacja
Receptor protein Increase affinity for ligands
Biatko receptorowe Wzrost powinowactwa ligandow
Cytoskeleton Filament disassembly
Fragmentaryzacja filamentu
Myelin membrane proteins Involvement in myelination/demyelination processes?
Biatka mielinowe Udziat w procesach mielinizacji/demielinizacji
Enzymes

Calcium-activated neutral proteinases modify enzymes in brain tissue as the
result of limited proteolysis. A cyclic nucleotide-independent protein kinase
(Inoue et al. 1977) as well as calcium and phospholipid-dependent protein
kinase C (PKC) can be activated by CANPs (Nishizuka 1984). The activation
of the latter enzyme which is established as a key enzyme in transmembrane
signalling, may be of great physiological significance. The activity of trypto-
phan hydrolase, a regulatory enzyme in biosynthesis of serotonin, is elevated
when the enzyme is reduced to a smaller molecular weight form by CANP
(Hamon, Bourgoin 1979).

Receptor proteins

Calcium-activated neutral proteinases modify diverse types of protein
receptors including steroid hormones and a neurotransmitter. It was reported
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that calcium induced proteolysis of membrane compdnents may be responsible
for the expression of the glutamate receptors in the neuronal membrane.
Glutamate binding was associated with concomitant breakdown of fodrin,
a spectrin-like protein localized just beneath the inner surface of the neuronal
membrane (Baudry et al. 1981). It is suggested that such calcium-evoked
changes in the receptor number might account for the functional plasticity
exhibited by hippocampal synapses after a brief burst of repetitive electrical
stimulation (Baudry, Lynch 1980).

The results of our recent studies indicate that the calcium-provoked
increase in ligand binding to GABA receptors also seems to be preferentially
regulated by limited calcium-dependent proteolysis (Zalewska, Doman-
ska-Janik 1989).

Cytoskeleton

The term cytoskeleton is used for the intracellular fibrous network in
probably all eukaryotic cells and believed to provide both structural support as
well as spatial integration for the interior of cells. The main fibrillar proteins
that constitute the nervous system are intermediate filaments, microfilaments
and microtubules. The principal intermediate filaments of the adult central
nervous system comprise three neuronal proteins — neurofilaments (NF)
(revieved by Norton, Goldman 1980; Chiu et al. 1983) and one main astrocytic
protein — glial fibrillary acidic protein (GFAP) (revieved ‘by Eng 1980).

The high affinity of CANPs for some cytoskeletal proteins has focused
particular attention on the possible importance of these enzymes in regulating
the dynamics of the neuronal cytoskeleton. It has been postulated that CANPs
preferentially degrade neurofilament proteins. Neurofilaments are very stable
structures which move slowly (1 —2 mm/day) down the axon. Upon reaching
the axonal terminal, they are rapidly degraded (Lasek, Black 1977). Several
poteins are degraded during axoplasmic transport (Zalewska et al. 1986).
Degradation of neurofilaments is believed to be mediated by CANPs activated
by calcium influxes associated with synaptic transmission. The coupling of
neurofilaments degradation with functional activity at nerve endings limits the
growth or elongation of the axonal cytoskeleton. When CANPs are inhibited
by local injections of inhibitor, neurofilaments continue to move down the
axon, producing coiled, disorganized aggregates of neurofilaments in the
synaptic endings (Roots 1983).

Degradation of neurofilament protein by CANPs yields several large
polypeptides (57 —65K). These same fragments can be demonstrated throug-
hout neural tissues, suggesting that these degradative fragments may be
translocated retrogradely in the axon, and possibly, back to the perikarya.
Fragments of NF degradation may represent components in a feed-back
control mechanism for regulation of transcription and translation and for
processing of NF proteins. Post-translational modification of the 145 K neuro-
filament protein by CANP occurs during axoplasmic transport in vivo (Nixon
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et al. 1982, 1983, Nixon 1986) and neurofilament protein fragments have been
observed in axons similar to these generated by CANP in vitro (Schlaepfer et al.
1984).

Glial fibrillary acidic protein has also shown to be susceptible to proteolysis
mediated by calcium influx, thus indicating the presence of this enzyme in
astrocytes (Schlaepfer, Zimmermann 1981; DeAamond et al. 1983). However, at
present it is unclear how the degradation of the glial filament may be related to
cell function.

The substrates of CANP include another cytoskeletal brain protein
— spectrin (fodrin) (Siman et al. 1984). The results of Seubert et al. (1988)
indicate that spectrin degradation, due to activation of calcium-dependent
neutral proteinase, occurs in the dentate gyrus after denervating lesions and is
an early event in the removal of terminals and spines and may also play a role
in sprouting.

It was found by Sato et al. (1986) that microtubule associated proteins
(MAPs) are the highest molecular weight components that co-polymerize with
tubulin. These proteins promote the in vitro assembly of microtubules and
projects from the surface of the microtubules in a periodic manner. Cal-
cium-dependent proteolysis of MAPs was reported to be associated with loss of
their ability to polymerize tubulin (Sandoval, Weber 1978). There was a good
agreement between the molecular weights of intermediate degradation prod-
ucts of brain MAPs treated in vitro with CANP and the naturally occurring
MAPs analogues, suggesting the action of endogenous enzyme in the cell. The
action of CANP on MAPs analogues directly or through activation of protein
kinase C may have some function in the regulation of cell proliferation
(Nishizuka 1984).

The above data suggest that CANP may participate in the turnover of the
cytoskeleton in normal and pathological states. The susceptibility of these
proteins in degenerative diseases of the central and peripheral nervous system
are the current major focus in the search for the pathogenesis. Massive influx of
calcium has been implicated in the breakdown of neurofilaments and myelin
proteins in both spinal cord injury and CaCl.-induced myelopathy (Banik et al.
1980, 1982; Happel et al. 1981). Neurofilament breakdown. occurs in an early
stage of Wallerian degeneration in the central and peripheral nervous system
(Schlaepfer, Micko 1978; Dahl 1981; Soifer et al. 1981). It is now widely
believed that the degradation of neurofilaments and myelin proteins in spinal
cord injury and Wallerian degeneration can be attributed to CANPs (Schlaep-
fer, Freeman 1980; Newcomb et al. 1982; Smith et al. 1984).

Activation of CANPs may represent a mechanism whereby local influxes of
calcium could be translated into local disruption of the cytoskeletal framework
and an alteration of the shape and configuration of the cell. In vivo
administration of the CANPs inhibitors — leupeptin and E-64c substantially
suppressed the degradation of neurofilament proteins at the site of mechanical
insult and secondary axon degeneration, and facilitated the recovery of motor
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functions in acute spinal cord injury in rats (Iwasaki et al. 1987). Similarly,
infusion of leupeptin markedly reduced the lesion-induced spectrin degradation
(Seubert et al. 1988). The above results indicate some possibility of using these
inhibitors as therapeutic modalities in Wallerian degeneration and other tissue
damage evoked by excessive calcium-dependent proteolysis.

M yelin

The role of proteinases in the degradation of myelin membrane proteins has
been a subject of considerable interest in relation to demyelinating processes
(Smith 1977, 1980). Among the myelin membrane proteins, the myelin basic
protein (MBP) is specially susceptible to the attack of proteinases and its
proteolysis has been assumed as an initial step in the degradation of myelin in
demyelination (Smith 1977). Recently, it was demonstrated that purified myelin
contains a calcium-dependent proteinase, which mainly degrades myelin basic
protein (Sato, Miyatake 1982; Sato et al. 1982). Further, Yanagisawa et al.
(1983) and Tsubata and Takahashi (1989) reported that a partially purified
calcium-dependent proteinase from human brain degrades selectively the basic
protein in myelin. The fact that MBP was rather selectively cleaved suggests
the involvement of endogenous CANP in limited proteolysis in vivo.

An elevated CANP activity may cause rapid destruction of MBP in such
demyelinating diseases as multiple sclerosis (MS) and experimental allergic
encephalomyelitis (EAE) (Banik 1979; Sato et al. 1984a). The observed
increased levels of low molecular weight proteins with antigenicity to MBP
detected in the cerebrospinal fluid of patients with neurological diseases such as
MS could have arisen from the activation of the Ca’’-dependent enzyme
(Karlsson, Alling 1984).

The possible significance of the presence of myelin-associated CANP is
uncertain. It may have important implications in myelination, myelin metabo-
lism as well as demyelinating diseases. One of the physiological roles of CANP
might be facilitation of the fusion of the oligodendrocyte cell membrane with
the formation of multilamellar myelin structures during CNS development.The
activity of enzyme changed during maturation. A reduction of total activity in
the premyelin fraction and simultaneous increase of activity in myelin was
observed (Zalewska, Domanska-Janik 1989). CANP-induced proteolysis of
erythrocyte membrane-bound proteins is responsible for the fusion of the cell
membrane, by promoting the disassembly of membrane proteins and cyto-
skeleton (Arkong et al. 1980).

It was also reported that myelin CANP caused the conversion of mye-
lin-associated glycoprotein (MAG) to a smaller derivative (AIMAG) (Sato et al.
1984b). In some pathological conditions such as MS a remarkable reduction of
MAG compared to other myelin proteins has been observed (Johnson et al.
1986; Moller et al. 1987).

The possible explanation for the activation of myelin-associated CANPs
might include the failure of enzyme regulation by the endogenous inhibitor
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— calpastatin (Murachi et al. 1981), or the increased binding of enzyme from
the cytosolic bulk to the myelin, due to the alteration of the charge on the
myelin membrane (Moscarello et al. 1985), the increase of protein susceptibility
to CANP for unknown reasons, or the increase of calcium concentration due to
abnormal permeability. The latter hypothesis received experimental support —
the concentration of calcium was significantly elevated in the white matter
samples from brains of MS patients (Craelius et al. 1980).

The considerable (6-fold) calcium content increase in quaking mouse brain
raises the possibility of the proteinase activation, and therefore amplified
CANP activity in the brain of this neurological mutant. Morphological
examination has revealed in the quaking CNS a reduced number of loosely
compacted myvelin lamellae with oligodendroglial cytoplasm separating the
myelin (Wisniewski, Morell 1971; Privat et al. 1979; Omlin et al. 1980). In the
quaking mutant CANP could play a role in degrading the proteins determining
assembly, compaction and/or maintenance of the myelin sheath (Banik et al.
1987). The activity of myelin CANPs in the paralyvtic tremor (pt) rabbit brain
exceeded also the activity in unaffected animals (Zalewska, Domanska-Janik
1989).

Evidence for the role of CANPs, either as initial or secondary feature in
disturbances of myelination or in demyelinative processes is only circumstan-
tial at present. In order to ascertain whether CANPs are indeed the primary
case of demyelination more information is needed on the nature of the
physiological substrate(s) or the first point of attack and on mechanism by
which the substrate became available to the enzyme.

WAPNIOWO-ZALEZNA DEGRADACJA BIALEK
W OSRODKOWYM UKLADZIE NERWOWYM

Streszczenie

Omowiono role ograniczonej proteolizy, katalizowanej przez wapniowo-zalezne obojetne
proteinazy, w osrodkowym ukladzie nerwowym. Zalezne od wapnia oboj¢tne proteinazy charak-
teryzuja si¢ szczegolnie wysokim powinowactwem w stosunku do bialek cytoskeletonu (neuro-
filament) zasadowego biatka micliny i niektorych bialek receptorowych.

Wyniki dotychczasowych badan sugeruja, ze wapniowo-zalezne proteinazy w osrodkowym
ukladzie nerwowym odgrywa¢ moga istotna rol¢ w patogenezie wielu schorzen neurolo-
gicznych.
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FREE FATTY ACIDS IN CEREBRAL WHITE MATTER
OF SENILE RAT BRAIN*

Department of Neurology, School of Medicine, Poznan

Studies on cerebral white matter in senile brain have revealed several
deviations in the chemical composition and metabolism of myelin as compared
with that characteristic for the adult age. Changes found by us in the human
frontal lobe and cerebellum involved a marked decrease of myelin yield and an
increase in lysophosphatidylcholine content. In the cerebellum a decrease in
sulfatide content and a slight increase of phosphatidylethanolamine were also
noted (Wender et al. 1988a). The same general trend was found in the aged rat
brain, however, the observed deviations were more pronounced than in
humans (Horrocks 1973; Horrocks et al. 1979). In the myelin of aged rats some
excess of cholesterol esters has also been noticed (Wender et al. 1988b). The
marked loss of cerebrosides and sulfatides in the white matter was emphasized
by England and Brun (1986) as characteristic of senile dementia of Alzheimer
type, whereas Ellison (1987) stress the fall of the phosphoethanolamine level in
the brain in this disease.

The alterations of protein-lipid membranes in the aging cerebral white
matter resemble in many aspects the changes observed in moderate and acute
hypoxia (Wender et al. 1988c). The very pronounced rise in the content of fatty
acids in the brain seems to be in close connection with lipid changes of cerebral
membranes in hypoxia. That is why in the continuation of our investigations
on the subject of aging white matter we have performed studies of free fatty
acids in senile rat brain. The problem is up till now unknown.

MATERIAL AND METHODS

The studies were performed on the material of 11 Wistar rats, sacrificed at
an age above 2.5 years. The results were compared with those established in
young adult animals (4—6 months old). The animals were sacrificed by
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decapitation in a light halothane anaesthesia. The heads were immediately
placed in liquid nitrogen. The white matter was isolated in a cold room at the
temperature of 0°C.

Biochemical methods.

Free fatty acids were extracted from the cerebral white matter of Wistar rats
with the mixture: iso-propylenic alcohol: n-heptane: 1N sulphuric acid,
40:10:1 vol/vol according to the techniques described by Doll and Meinertz
(1960). The heptane phase containing neutral lipids was separated by the TLC
method on silica gel G (Merck), using hexane:ethyl ether:glacial acetic acid,
70:30:10 vol/vol, according to the method described by Fishwick (1968) in the
modification of Sroczynski and Fiedler (1978). Isolated free fatty acids were
determined according to the method of Diincombe (1964).

Free fatty acids eluted from thin-layer chromatograms were methylated
with diasomethane and then separated by means of gas-liquid chromatography
in the Pye 104 gas chromatograph equipped with a flame ionizing detector.
A 7 ft long column was filled with 15% DEGS (diethylene glycol succinate)
absorbed on Gas-Chrom Q 100/1200 mesh with the use of fatty acid 17:0 as
the internal standard. Column temperature 220°C, detector temperature 280°C
with argon as carrier gas (30 ml/min) were applied.

Individual fatty acids were identified by comparing respective peaks on the
experimental chromatograms with those obtained with the standard mixture of
fatty acid-methyl esters, produced by Applied Sciences Laboratories. Quanti-
tation of chromatograms was based on the evaluation of the respective peak
areas calculated from the products of retention times and peak heights. The
results were expressed in percentages at which individual fatty acids con-
tributed to the total fatty acid content, i.e. at which the individual peak areas
contributed to the total area of all peaks. From the relative values and from the
total fatty acids content, absolute concentrations of individual fatty acids were
calculated.

RESULTS

Results of the performed chemical studies are presented in Tables 1 to 4.
The total content of free fatty acids in the white matter of the aged rat brain
was above four times higher than in young adult animals. The spectrum of free
fatty acids in the cerebral white matter of aged animals, when expressed in
absolute values, demonstrates an immense increase of almost all fatty acids.
The presence of 24:1 fatty acid (nervonic acid), not present in white matter of
young adult animals, was noted. Although both saturated and unsaturated
fatty acids demonstrate an increase, the rise in the former is greater, as easily
visible in the increase of the ratio of total saturated to total unsaturated fatty
acids.

When the results of fatty acids studies are presented in relative values, only
minor changes are visible. Most pronounced is the decrease of the percentage
of 18:1 (oleic acid) in aged white matter.
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Table 1. Concentration and pattern of free fatty acids in the cerebral white matter of aged rats
(in mg/100 g of dry weight)
Tabela 1. Stezenie i obraz wolnych kwasow tluszczowych istoty bialej mozgu starzejacych sig
szczurow (w mg/100 g suchej tkanki)

Young adult rats Aged rats
Mtode doroste szczury Starzejace si¢ szczury
n — 10 n — 11

Total free fatty acids

Catkowita zawartos¢ wolnych kwasow

ttuszczowych 73.1£35 3227489 9%
Free fatty acids

Wolne kwasy tluszczowe

12:0 0.2+0.04 1:2%. 1024
14:0 1.0+0.13 6. 1S
15:0 04+0.13 2.2%*40.35
16:0 16.9+0.98 81.1**+11.62
16:1 1.0+0.16 7.8 0295
30 0.6 +0.05 21 +0.69
18:0 262+1.77 122.2**+22.40
18:1 22.2+2.56 494 +14.12
18:2 0.4+0.04 1.4¥*+0.35
18:3 03+0.12 19%%4-0.36
20:0 0.4+0.03 5.1* #1.14
203 0.9+0.09 20 %039
20:2 0.1+0.03 6.8* +1.82
20:3 0.7+0.36 3.3**1+0.46
20:4 0.5+0.04 2i3% =053
20:5 0.4 +0.04 3i9%- 4116
24:0 09+0.13 S5 108
24:1 0 4.0%*+0.83
Unidentified
Niezidentyfikowane 0 14.0* +4.90
Mean + SEM

Srednia + $redni blad $redniej
* Difference significant at the level p < 0.05
Roéznica istotna na poziomie p < 0,05
** Difference significant at the level p < 0.01

Roznica istotna na poziomie p < 0,01
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Table 2. Total saturated and unsaturated free fatty acids in the cerebral white matter of aged rats
(in mg/100 g of dry weight)
Tabela 2. Calkowite nasycone i nienasycone wolne kwasy thiszczowe istoty bialej mozgu
starzejacych si¢ szczurow (w mg/100 g suchej tkanki)

) Young adult rats Aged rats
Free fatty acids . Py ™
Mtode doroste szczury Starzejace si¢ szczury
Wolne kwasy tluszczowe
n — 10 n — 11
Total saturated 46.4+3.31 2257%+ 2.80
Calkowite nasycone
Total unsaturated 26.6+1.62 (2l St b B
Calkowite nienasycone
Total monoenes unsaturated 24.1+0.92 632  +15.36
Calkowite jednonienasycone
Total dienes unsaturated 0.5+0.03 82 +16.80
Catkowite dwunienasycone
Total trienes unsaturated 1.0+0.22 522+ .0.78
Calkowite trojnienasycone
Total tetraenes unsaturated 0.5+0.04 23% 053
Calkowite czteronienasycone
Total pentaenes unsaturated 04+0.07 39% +4.1.78
Calkowite pigcionienasycone
total saturated
Ratio of — 22 C_ 4cids 174020 27%%+ 178

i tabisides -t e DN
total unsaturated

sumy kwasow nasyconych

Stosunek ; :
sumy kwasow nienasyconych

Mean +SEM
Srednia + éredni blad $redniej

* Difference significant at the level p < 0.05
Roéznica istotna na poziomie p < 0,05

** Difference significant at the level p < 0.01
RoHznica istotna na poziomie p < 0,01
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Table 3. Pattern of free fatty acids in the cerebral white matter of aged rats (in % of total
free fatty acids)
Tabela 3. Obraz wolnych kwasow ttuszczowych istoty bialej mozgu starzejacych si¢ szczurow
(w % catkowitych wolnych kwasow tluszczowych)

Young adult rats Aged rats
Mtiode doroste szczury Starzejace si¢ szczury
n — 10 n — 11
Free fatty acids
Wolne kwasy tluszczowe
12:0 03+0.1 Qi35 40
14:0 1.3+0:2 1.90 +0.1
15:0 0.6+0.2 0.7 +0.1
16:0 231551053 200% 122
16:1 1.3+0.1 2,1 406
17:0 0.8+0.1 06 -+0.1
18:0 358+1.8 38.9: 1 315
18:1 30.3+2.8 14.3%* £:3.9
18:2 0.5+0.1 04 +0.1
18:3 04+0.1 0:6::2-0.1
20:0 0.5+0.1 5% 003
20:1 1:340.1 08" 40.2
20:2 02+0.1 24 +06
20:3 1.1+0.5 1.1 . £00
20:4 0.7+0.1 0:2' = +0:1
20:5 0.6+0.1 1:5: 0.6
24:0 124001 1:6,5:420:2
24:1 0 1.4¥*+0.3
Unidenitified 0 41* 1l
Niezidentyfikowane
Mean +SEM

Srednia + §redni blad Sredniej

* Difference significant at the level p < 0.05
Roznica istotna na poziomie p < 0,05

** Difference significant at the level p < 0.01
Roznica istotna na poziomie p < 0,01
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Table 4. Total saturated and unsaturated free fatty acids in the cerebral white matter
of aged rats (in % of total free fatty acids)
Tabela 4. Catkowite nasycone i nienasycone wolne kwasy tluszczowe istoty bialej mozgu
starzejacych si¢ szczurow (w % catkowitych wolnych kwasow tluszczowych)

: Young adult rats Aged rats
Free fatty acids : .
Mtode doroste szczury Starzejace si¢ szczury
Wolne kwasy tluszczowe
n — 10 n — 11
Total saturated 63.6+4.7 706 +24
Calkowite nasycone
Total unsaturated 364+1.4 253% 132
Catkowite nienasycone
Total monoenes unsaturated 329+0.9 186% 3.7
Calkowite jednonienasycone
Total dienes unsaturated 0.7+0.1 2.8% 0.7
Calkowite dwunienasycone
Total trienes unsaturated 1.540.3 1.7  +0.1
Catkowite trojnienasycone
Total tetraenes unsaturated 0.74+0.1 0.7 +0.1
Calkowite czteronienasycone
Total pentaenes unsaturated 0.6+0.1 1:.5%%4-0.6
Calkowite pigcionienasycone
5 total saturated -
Ratio of ———  — acids 1.84+33 28 +0.7
total unsaturated
sumy kwasow nasyconych
Stosunek L4 - - kol
sumy kwasow nienasyconych
Mean + SEM
Srednia + §redni blad Sredniej
* Difference significant at the level p < 0.05
Roznica istotna na poziomie p < 0,05
** Difference significant at the level p< 0.01
Roéznica istotna na poziomie p < 0,01
DISCUSSION

An increase in membrane phospholipid catabolism is the early response to
many types of brain injuries including ischemia, hypoxia and convulsions. One
of the important results of phospholipid breakdown is a sharp increase of the
free fatty acids pool in the brain (Aveidano, Bazan 1975; Bazan 1976;
Rodriguez de Turco 1983.

In postdecapitation ischemia an increase of free fatty acids content in the
brain is probably one of the decisive factors, responsible for the development of
irreversible lesions in the nervous tissue (Strosznajder et al. 1972; Cenedella et
al. 1975). Even transient ischemia produces an increase in the pool of free fatty
acids in the brain, palmitic, stearic, oleic and arachidonic acids being the main
component (De Medio et al. 1980).

In our experiments performed on rats subjected to mild hypoxia, we have
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noticed a sharp increase of free fatty acid content, with the spectrum deviating
from the normal one (an excess of polyunsaturated fatty acids — Wender et al.
1988c).

The free fatty acid effect is also a well recognized phenomenon, elicited by
electroconvulsive shock (Aveidano, Bazan 1975), drug-induced convulsions
(Rodriguez de Turco 1986), and cryogenic brain injury (Bazan et al. 1984).

Quite unexpected were the findings, observed in our present studies, that in
the aged rat brain free fatty acid content is also many times higher than in
adult cerebral nervous tissue with preponderance of saturated fatty acids. It
should be stressed that Godlewski (1989) in his studies on aged rat brain could
not demonstrate any microscopically detectable signs of vasogenic injuries in
the nervous tissue, such as perivascular lacunation or focal ischemic necrosis.
That is why it seems improbable that the high level of free fatty acids in the
aged brain should be a secondary result of vascular changes leading to
hypoxia. Another argument excluding this possibility is the different spectrum
of free fatty acids observed in aged rat brain and after the action of hypoxia.
The former is characterized by an elevated ratio of saturated to unsaturated
fatty acids, whereas after hypoxia the dominating feature is the rise of
polyunsaturated fatty acids (Wender et al. 1988b). Therefore, we express the
opinion that the changes observed in old rats are not a secondary result of
vasculo-dependent hypoxia, but they are connected with the aging process of
various membraneous structures of the white matter. However, we cannot
answer which structures of the cerebral white matter rich in phospholipids are
mainly affected by the degradation processes leading to the increase of free
fatty acids pool.

A decreased activity of the acylation system due to energy failure may
contribute to an increase of free fatty acids in pathological conditions (Pediconi
et al. 1985). However, free fatty acid release, prior to the detection of
measurable ATP decrease, has been reported during severe hypoxia (Gardiner
et al. 1981). It seems therefore, rather probable that the enhanced activity of
some phospholipases is very important in the degradation of phospholipids,
leading to an accumulation of free fatty acids in the brain. The detailed events
which lead to activation of phospholipases and degradation of phospholipids
with aging remaines up till now poorly defined.

CONCLUSIONS

1. Cerebral white matter of aged rat brain contains a highly increased amount
of free fatty acids.

2. The pattern of free fatty acids in aged rat brain is characterized by an
increase of the ratio of total saturated to total unsaturated fatty acids.

3. The raised content of free fatty acids in aged rat brain seems to be
connected with primary changes of various membraneous structures of the
white matter, rich in phospholipids.

2 — Neuropatologia Polska 4/89
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WOLNE KWASY TLUSZCZOWE ISTOTY BIALE] MOZGU
STARZEJACEGO SIE SZCZURA

Streszczenie

Przeprowadzono badania na materiale 11 szczuroéw rasy Wistar w wieku okoto 2,5 lat. Wyniki
poroéwnano z uzyskanymi u miodych szczurow dorostych (4 —6-miesigcznych). Okreslono ogolng
zawarto$¢ oraz obraz wolnych kwasow tluszczowych istoty bialej mozgu.

Wyniki badan doprowadzily do nastgpujacych wnioskow:

1. Istota biala mozgu starzejacych si¢ szczuréw zawiera podwyzszona zawarto$¢ wolnych
kwasow tluszczowych.

2. Obraz wolnych kwasow tluszczowych starzejacych si¢ szczuréw charakteryzuje si¢ wzro-
stem stosunku nasyconych do nienasyconych kwasow tluszczowych.

3. Podwyzszona zawartos¢ wolnych kwasow tluszczowych starzejacego si¢ mozgu szczurow
wydaje si¢ powiazana z pierwotnymi zmianami réznych struktur blonowych istoty bialej, bogatych
w fosfolipidy.
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Ageing processes occurring in the central nervous system (CNS) belong to
the most intensively studied events in contemporary neurological sciences.
There is a fast progress in the understanding of changes in the morphology and
function and in biochemical and genetical events that occur in the ageing
neurocytes. Much less has been done for elucidating the events occurring in the
white matter of the ageing brain. In the literature there are only few reports
dealing with this problem (Iwanowski 1984; England, Brun 1986).

Earlier studies from our Department, dealing with ageing processes in the
CNS have revealed considerable structural changes in the myelin sheaths
(Goncerzewicz et al. 1989), compositional changes in the phospholipid content
of the myelin fraction (Wender et al. 1987a), an increase and evident spherical
transformation trait of the oligodendroglia (Wender et al. 1987b). In the here
presented paper we are dealing with the oligodendroglial morphology of the
white matter of the ageing rat brain.

MATERIAL AND METHODS

The investigations were conducted on Wistar rats of either sex. Each age
group: the controls (4 months old rats) and 2- and 2.5-year-old rats consisted of
8 animals. The rats were kept under identical routine laboratory conditions.
When needed for morphological examinations, the animals were exsanguinated
under ethyl ether anesthesia by means of heart puncture, and the brains were
instantly removed from their cranial vaults and fixed in Baker’s solution at 4°C.
After fixation — the brains were embedded in paraffin and then cut into slices
7 pm thick. The so obtained sections were deparaffinized and thereafter
subjected to acid hydrolysis in 1N HCI at 37°C for 3.5 hrs to be followed by
staining according to Feulgen (Krygier-Stojalowska 1982).

Karyo- and cytophotometric determinations of the oligodendroglia of the
corpus callosum, of the fimbria hippocampi and of the cerebellar white matter
were carried out by means of on automatic Morphoquant scanning micro-
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scope, VEB Carl-Zeiss Jena, GRD, coupled to a KSR 4100 computer
(Agadshanian et al. 1977; Voss et al. 1979). Monochromatic light, 560 nm in
wavelength was used. The following parameters of the actual state, size and
shape of the nuclear chromatin of the oligodendroglia were evaluated:

KONL — length of nuclear circumference determined by the number of
raster points covering the circumference of the examined structure;

KOFL — cross-section area of cell nucleus expressed by the total number
of raster points on and inside the circumference of the examined object;

FOFA — shape index of cell nucleus representing the quotient of the
squared circumference to the cross-section area;

DMVH — elongation index determined by the quotient of minimal to
maximal diagonals. The extent of elongation is inversely proportional to the
value of this index; :

EXTS — sum of extinctions of all points of the examined object expressed
in working units used in cytophotometry;

KOMP — index determining compactness of nuclear chromatin;

ZNTR — index determining rate of chromatin concentration around
centre of the nucleus.

Measurements from 300 cell nuclei in each brain structure were subjected to
evaluation. The individual results from each experimental group were sum-
marized and statistically compared by means of the nonparametric test of
inter-class incompatibility of Kolmogorov-Smirnov (Gren 1982). An incom-
patibility of more than 95% between the individual classes under evaluation
was accepted as statistically significant (probability level < 0.05).

RESULTS

The results of our karyo- and cytophotometric examinations are presented
in Table 1.

The dimensions of the nuclei of oligodendroglial cells of all brain structures
under investigation from rats aged 2.5 years — as compared with the
4-month-old animals — were significantly decreased, as could be demonstrated
by the decreased KONL (Fig. 1) and KOFL (Fig. 2) indices. The oligodendro-
glial nuclei from rats aged 2 years did not show any changes with respect to the
parameters. It also should be pointed out that in the “old age group” — the
dispersions of the cytophotometric parameters around the individual means
were markedly smaller than in the control and 2-year-old animals (Fig. 1
and 2).

The oligodendroglial nuclei of 2.5-year-old rats showed not only a decrease
in size, but also a definite change of their shape, i.e. a rounding of their
1975; Krygier-Stojatkowska et al. 1980; Kulczycki et al. 1982). The results of
cytophotometric determinations of DNA in preparations stained by the
method of Feulgen may be influenced by age-dependent changes in the
compactness of the nuclear chromatin (ratio of eu- and heterochromatin), that
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Table 1. Results of the karyo- and cytophotometric investigations of the white matter oligodendroglia of the rat
Tabela 1. Wyniki badan kario- i cytofotometrycznych oligodendrogleju istoty bialej moézgu szczura

Brain region/age

Value

OXativaswick Wartosé KONL KOFL FOFA DMVH EXTS KOMP ZNTR

Corpus callosum

Spoidto wielkie

Control x+SD i X 209+33 146+ 10 76+ 11 9+11 63+3 T1E£9

Kontrola min 51 95 126 41 23 45 48
max 96 288 197 100 94 75 100

2 years X&SD 77+6 208 +31 14449 76+ 11 64+11 6243 77+8

2 lata min 56 108 126 42 24 51 41
max 100 296 191 96 101 73 - 96
p< ns ns 0.001 ns 0.001 ns ns

2.5 years x+SD 74+6 192+28 144410 7949 7149 69+4 78+8

2,5 lat min 55 102 124 53 35 51 32
max 103 283 194 100 119 85 98
p< 0.001 0.001 0.03 0.001 0.001 0.001 0.01

Fimbria hippocampi

Strzgpek hipokampa

Control Xt SD 76+6 205+30 142+8 80+8 65+8 6243 7947

Kontrola min 54 110 126 48 23 44 48
max 103 293 195 100 106 /5 100

2 years x+SD 75+6 198 +28 143+8 7949 66+8 62+3 1718

2 lata min 57 121 125 51 39 49 43
max 100 283 192 100 94 74 98
p< ns 0.001 ns ns ns ns 0.001

2.5 years X+ SD T2kS 186 +24 141+8 83+8 Tl 68 +4 78+7

2,5 lat min 53 113 124 58 47 52 51
max 98 293 193 100 122 80 95
p< 0.001 0.001 ns 0.001 0.001 0.001 ns
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Reln regionjags Welpe KONL KOFL FOFA DMVH EXTS KOMP ZNTR
Okolica/wiek Wartos¢

Cerebellar white matter

Istota biala mozdzku

Control x+SD TI5+7 195+ 33 145+11 77+10 60+10 65+5 75+10

Kontrola min 55 113 124 42 23 49 29
max 99 300 194 96 94 82 99

2 years x+SD 76+ 6 202+28 143+8 79+10 68+8 65+4 77+8

2 lata min 57 123 127 46 37 52 35
max 100 294 187 100 102 82 99
p< ns 0.05 0.001 ns 0.001 ns 0.01

2.5 years x+SD 69+6 180+ 28 143+9 7949 7149 68+4 79+8

2,5 lat min 50 101 124 43 46 52 45
max 90 275 191 100 125 80 100
p< 0.001 0.001 0.02 0.03 0.001 0.001 0.001

Explanations: X — mean, SD — standard deviation of the mean, min — minimal value, max — maximal value, p — probability level of significance of differences between control and old aged

animals.

Objasnienia: X — wartos¢ érednia, SD — odchylenie standardowe, min —warto$¢ minimalna, max — warto$¢ maksymalna, p — poziom istotnosci statystycznej roznic pomigdzy grupa kontrolna

a zwierzgtami starymi.

http://rcin.org.pl

08v

DISMIIPOD Y



Oligodendroglia in senile rat brain 481

KONL ° g
604 @ .
L ]
. ! CORPUS
:._--.._.- -«\\ . CALLOSUM
71 4 e ” &
] s ~
° H
2 .
04+
&+ »
H
'. §§§§§ = - FIMBRA
754 S ":\\ v S
° ! Sy S ‘
3
o4 $
o
£
80+
. L
a
g !
i £ o CEREBELLUM
¢ ) & WHITE MATTER
. s
H T
\\ '
0+ o ¢
¥
T
“
control 2 years 25 years

Fig. 1. The length of nuclei contour (KONL) @ — mean of determinations from 300 cell nuclei

pertaining to a single animal, --- mean of determinations from all animals in a given age group

Ryc. 1. Dhlugo$¢ obwodu przekroju jadra komorkowego (KONL) @ — wartos¢ $rednia pomia-

row 300 jader komorkowych pojedynczego zwierzecia, --- warto$¢ srednia pomiaréw wszystkich
zwierzat z danej grupy wiekowej
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Fig. 2. The area within the nuclei contour (KOFL) (explanation as in Fig. 1)
Ryc. 2. Pole powierzchni przekroju jadra komorkowego (KOFL). Objasnienia jak na ryc. 1
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Fig. 3. Shape index (FOFA) (explanation as in Fig. 1)
Ryc. 3. Wspolczynnik ksztattu (FOFA). Objasnienia jak na ryc. 1
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Fig. 4. Cell elongation index (DMVH) (explanation as in Fig. 1)
Ryc. 4. Wspolezynnik wydluzenia (DMVH). Objasnienia jak na ryc. |
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Fig. 5. Extinction coefficients (EXTS) (explanation as in Fig. 1)
Ryc. 5. Suma ekstynkeji (EXTS). Objasnienia jak na ryc. 1
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Fig. 6. Nuclear chromatin compactness index (KOMP) (explanation as in Fig. 1)
Ryc. 6. Wspolczynnik zbitosci chromatyny jadrowej (KOMP). Objasnienia jak
na ryc. 1
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Fig. 7. Index of nuclear chromatin compactness in the geometrical center of the nucleus (ZNTR)
(explanation as in Fig. 1)

Ryc. 7. Wspolczynnik centrycznosci ulozenia chromatyny jadrowej (ZNTR). Objasnienia jak
na ryc. |
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boundaries. This change is reflected by the decrease of the FOFA (Fig. 3) index
(significance holds true the corpus callosum and cerebellar white matter of 2-
and 2.5-year-old animals) and by the increase of the DMVH index. The latter
was significantly altered in all brain structures of 2.5-years rats (Fig. 4).

The largest differences between young, adult and old rats were noted with
respect to the EXTS coefficient of the nuclei (Fig. 5), as indicated by the highly
significant (p < 0.001) increase of the EXTS coefficients in all brain structures
under investigation.

The ageing process has proved to bring about changes in the distribution of
chromatin all over oligodendroglial cell nucleus. The aged animals presented
a tendency to aggregation of the chromatin granules forming larger lumps
(increase of the KOMP coefficient — Fig. 6) which gathered around the
geometrical center of the cell nuclei (increase of the ZNTR coefficient — Fig. 7).
These changes are seen best in the oldest animal group (2.5-year-old).

DISCUSSION

The oligodendroglia is one of the fundamental structural components of the
glia-myelin-axial neuron complex. Psychopathological findings point to func-
tional disturbances occurring during ageing (Jolles, Hijman 1983). A number of
experimental and clinical data seem to confirm the existence of such disturb-
ances (Taraszewska et al. 1971; Iwanowski 1984; Iwanowski, Ostenda 1974;
England, Brun 1986). The basic question concerning the pathomechanism of
the ageing process in the CNS is the order in which changes, pertaining to
ageing occur within the individual components of the oligodendroglia-mye-
lin-axon complex and what is their relation to the coexisting vascular changes.

In our earlier studies on autoptic material from people who died at an age
above 70, we have observed a number of abnormalities within the myelin
sheaths and oligodendroglia. The myelin sheaths were thinned, the number of
myelin lamellae — reduced and the interlamellar structures widened (Gon-
carzewicz et al. 1989). Alterations of the myelin lipid composition (Wender et
al. 1987a, 1988) and a tendency towards spheric transformation of the white
matter oligodendroglia (Wender et al. 1987b) were reported as well. The nature
of these changes seemed to suggest that they are a secondary event following
vascular changes. In fact, in all these pathological cases, severe vascular
changes in the CNS were found, in most of them these changes were
responsible for the lethal outcome of the disease.

The interpretation of the here presented morphological changes within the
white matter oligodendroglia in the ageing brain is rather difficult. The nature
of the observed changes is quite different from those found in the autoptic
material. The oligodendroglia of autoptic human material and of the ageing rat
brain had only one change in common, i.e. the increase of the EXTS coefficient.
Increased concentrations of DNA in neuronal and glial cells of aged humans
and experimental animals have been reported for many years (Bregnard et al.
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may alter the susceptibility of the DNA molecule to acid hydrolysis (Mitter-
mayer et al. 1971; Duijndan, Van Duijn 1975).

The observed changes in the ageing rat brain seem to resemble primary
retrogressive changes and not secondary vasogenic ones. It should be stressed
that in our material of aged rats — we were unable to demonstrate
microscopically detectable signs of vasogenic injuries in the nervous tissue,
such as perivascular lacunisation, focal ischaemic necrosis etc.

CONCLUSIONS

1. In the course of ageing of the rat CNS, oligodendroglial cell nuclei of the
white matter decrease in size and their contours become rounded.

2. The ageing process in the rat cerebral white matter manifests itself in
increased values of the EXTS of oligodendroglial cell nuclei and in changes of
the compactness of chromatin granules.

3. The observed cyto- and karyophotometric changes are more pronounced
in 2.5-year-old animals than in 2-year rats, but different brain structures were
affected by similar changes.

4. The described karyo- and cytophotometric changes suggest a primary
nature of the events occurring in the oligodendroglia of the ageing rat brain.

BADANIA KARIO- I CYTOFOTOMETRYCZNE OLIGODENDROGLEJU
STARZEJACEGO SIE MOZGU SZCZURA

Streszczenie

Przeprowadzono badania morfometryczne jader komorkowych oligodendrogleju istoty bialej
mozgow starych szczurow w wieku 2 i 2,5 lat. Pomiary kario- i cytofotometryczne wykonano za
pomoca automatycznego analizatora obrazow mikroskopowych Morphoquant na preparatach
barwionych metoda Feulgena. W mozgach zwierzat starych stwierdzono, w porownaniu ze
szczurami kontrolnymi (4-miesigcznymi) zmniejszenie i zaokraglenie jader komorkowych oligoden-
drogleju, wzrost sumy ekstynkcji oraz zmiany w stanie skupienia chromatyny jadrowej. Powyzsze
zmiany byly podobne w roznych czgsciach mozgowia; byly wyrazniejsze u zwierzat 2,5-letnich niz
2-letnich. Sugeruja one pierwotny charakter uszkodzen oligodendrogleju w starzejacym si¢ mozgu
szczura.
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MORFOLOGICZNA OCENA SKEADNIKOW TKANKOWYCH
I KOMORKOWYCH PRAZKOWIA, GALKI BLADEJ
I ISTOTY CZARNEJ SZCZURA 7-DNIOWEGO

Zaklad Neuropatologii i Zaktad Genetyki Instytutu Psychiatrii i Neurologii, Warszawa

Czestos¢ wystepowania choroby Parkinsona jest dosy¢ duza i od czasow
fundamentalnych prac Hornykiewicza (1963) znane jest jej podloze biochemicz-
ne. Niemniej zakres zmian morfologicznych pozostawia nadal wiele niejasnos-
ci. Wiadomo, ze osiowym objawem jest zwyrodnienie neuronow czesci zbitej
istoty czarnej (SN), ktorej polem projekcyjnym jest prazkowie, jednakze
charakter i nasilenie zmian w prazkowiu jest roznie interpretowane przez
roznych autorow. Jedni uwazaja, ze zmiany w prazkowiu maja charakter
wylacznie czynnosciowy i nie znajduja istotnych zmian morfologicznych,
jakosciowych ani ilosciowych (Dom i wsp. 1973; Bottcher 1975). Inni, jak
Bugiani i wsp. (1980) w badaniach cytometrycznych wykazali w chorobie
Parkinsona ubytki neuronéw w prazkowiu.

Najczesciej stosowanym modelem doswiadczalnym parkinsonizmu jest
elektrokoagulacyjne lub chemiczne uszkodzenie komorek warstwy zbitej istoty
czarnej, w nastepstwie czego dochodzi do spadku zawartosci dopaminy (DA)
w prazkowiu (Ungerstedt 1971; Hokfelt i wsp. 1973). Powoduje to rowniez
odnerwienie dopaminergiczne komorek prazkowia, ktore moze by¢ uwidocz-
nione, migdzy innymi, metoda immunocytochemiczna, w ktorej manifestuje sie
brakiem immunoreaktywnosci hydroksylazy tyrozynowej (Freund i wsp. 1985).

Pomimo licznych prac nad dos$wiadczalnymi modelami parkinsonizmu
brak w pismiennictwie ilosSciowego opracowania zmian w roznych typach
neurondéw prazkowia w wyniku uszkodzenia istoty czarnej. Nie ma rowniez
jednolitej i powszechnie akceptowanej klasyfikacji komorek nerwowych praz-
kowia oraz zgodnosci co do jego strukturalno-czynnosciowej organizacji.
Niektorzy autorzy wyrdzniaja w prazkowiu liczna populacje neuronow matych

Praca wykonana w ramach problemu weztowego Nr 06-02.11.3.3 koordynowanego przez
CMDiK PAN w Warszawie
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oraz mniej liczna neuronow duzych (Namba 1957, Bugiani i wsp. 1978; 1980).
Inni wyr6zniaja neurony matle, duze i olbrzymie (Mori 1966), jeszcze inni dziela
neurony prazkowia na male, Srednie i olbrzymie (Mensah, Deadwyler 1974;
Pasik i wsp. 1976; Dimova i wsp. 1980). Nie ma jednoznacznych dowodow,
ktore z tych neuronéw naleza $cisle do uktadu nigrostriatalnego tzn. odbieraja
bodzce od neuronow czesci zbitej SN, ktére pelnig role interneuronow
prawdopodobnie acetylocholinergicznych (Hornykiewicz 1982), a ktore z nich
naleza do ukladu striatonigralnego i przekazuja bodzce gabaergiczne (GABA)
z prazkowia do neuronow istoty czarnej (Hajdu i wsp. 1973; Grafova 1975;
Pasik 1 wsp. 1976).

Ostatnie lata przyniosty ozywienie zainteresowania doswiadczalnymi mo-
delami parkinsonizmu w zwiazku z klinicznymi proébami wyrownania niedobo-
ru DA w prazkowiu przez wszczepianie do niego komorek produkujacych ten
neurotransmiter. Dla obiektywnej oceny wplywu przeszczepu na prazkowie,
odnerwione na skutek zniszczenia SN, konieczna jest gruntowna znajomos$¢
sktadu tkankowego i komorkowego prazkowia u zwierzat zdrowych, a nastep-
nie po zniszczeniu istoty czarnej oraz po transplantacji. Warunkiem obiektyw-
nej oceny ilosciowej elementow strukturalnych prazkowia, jak rowniez innych
badanych struktur mézgowych, jest opracowanie takiego sposobu pobierania
materiatu, ktory zapewnialby precyzyjne i porownywalne wykonanie pomia-
row w scisle okreslonej i zawsze tej samej strefie badanej struktury.

Za zadanie postawiliSmy sobie przeprowadzenie analizy skladu tkan-
kowego struktury mozgowej, ktora wszczepia sig, tzn. istoty czarnej oraz
struktury, ktora przeszczep przyjmuje, tj. prazkowia. Celem naszych badan
bylo wigc opracowanie techniki przygotowania i pobierania materialu do
oceny ilosciowej, jak rowniez opracowanie metod morfometrycznej oceny
badanych struktur. Ponadto — morfometryczna ocena skladnikow tkan-
kowych i komoérkowych jadra ogoniastego — skorupy, galki bladej oraz istoty
czarnej (czgsci zbitej, siatkowatej i bocznej), jak rowniez ocena rozkladu
i wielkosci komorek nerwowych prazkowia szczura 7-dniowego. Jest to etap
wstepny w planowanym cyklu badan biomorfozy moézgu szczura w roznych
okresach rozwoju.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na szczurach wsobnych szczepu Wistar WAG
Albino. Szczury samce przeznaczone do badan biomorfozy pochodzity z mio-
tow zmniejszanych do polowy przez usunigcie samic, co zapewnialo wigksza
unifikacj¢ warunkow zywienia i rozwoju.

Material przeznaczony do badan ilosciowych w mikroskopie Swietlnym
pobrano od 5 zwierzat w wieku 7 dni. Zwierzeta dekapitowano, mozgi
utrwalano w 8% roztworze zobojetnionego formaldehydu przez 2 doby.
Odwadniano w szeregu alkoholi o rosnacym stezeniu i przeswietlano w ben-
zoesanie metylu. Mozgi zatopione w parafinie krojono seryjnie w plaszczyznie
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czotowej na skrawki o grubosci 8 um. Preparaty barwiono hematoksyling
1 eozyna oraz metoda Kliivera— Barrery.

Pomiary na poziomie mikroskopu $wietlnego przeprowadzono dla trzech
badanych struktur: jadra ogoniastego-skorupy, gatki bladej i istoty czarnej.
Szczegolowe pomiary sktadu tkankowego i komorkowego wykonano na
skrawkach reprezentatywnych dla poszczegolnych badanych struktur, wy-
branych na podstawie wczesniejszycn pomiaroOw objetosci tych struktur,
wykonanych na tym samym materiale (Wegiel 1 wsp. 1989). U szczurow
7-dniowych cze$¢ przednia jadra ogoniastego-skorupy reprezentowal skrawek
odlegly od konca opuszki wechowej o 2,536 mm, czg$¢ srodkowa skrawek
odlegty 0 3,304 mm od konca opuszki i czes¢ tylna skrawek odlegly o 4,200 mm
od opuszek wechowych (ryc. 1). Pomiary tkankowe i komorkowe gatki bladej
wykonano na skrawku odleglym o 4,200 mm od wechomozgowia, czyli od
konca opuszki wechowej, zapewniajacym maksymalny przekroj tej struktury
(ryc. 1).

Oceng ilosciowa istoty czarnej przeprowadzono na 6 skrawkach odlegtych
od konca opuszki wechowej o 6,640 mm, 6,896 mm, 7,144 mm, 7,400 mm, 7,568
mm i 7,784 mm, oddzielnie dla czgsci zbitej, siatkowatej i bocznej (ryc. 2).

Pomiary przeprowadzono w obrgbie prawej potkuli mozgu przy powigk-
szeniu 1280 x, przy zastosowaniu polautomatycznego analizatora obrazow
MOP — AMO3 firmy KONTRON. Obraz mikroskopowy rzutowany byt na
arkusz papieru, powierzchnia pola pomiarowego po powigkszeniu wynosila
15,386 mm?. Rzeczywista powierzchnia pola testowego wynosita 0.0093908
mm?. Dla standaryzacji rozmieszczenia pol testowych na calym przekroju

N - caudatus putamen

- globus pallidus

pars caudalis

1.768 mm

Ryc. 1. Ksztalt, wielkosc i topografia jadra ogoniastego-skorupy i gatki bladej szczura 7-dniowego
na skrawkach seryjnych. U gory podano numer seryjnego skrawka, u dotu — odleglos¢ od konca
opuszek wechowych (mm)

Fig. 1. Shape, size and topography of caudate-putamen and globus pallidus in 7-day-old rat on
serial sections. The number of section in the upper part of the picture, the distance from the end of
olfactory bulbs (mm) in the lower one
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- pars compacta

+2?] - pars reticularis

— pars lateralis

973

7.784 mm

6.896 mm

6640 mm

Ryc. 2. Ksztalt, wielkos¢ i topografia poszczegolnych czesci istoty czarnej szczura 7-dniowego na
skrawkach seryjnych. U gory podano numer seryjnego skrawka, u dotu — odleglos¢ od konca
opuszek wechowych (mm)

Fig. 2. Shape, size and topography of various parts of substantia nigra in 7-day-old rat on serial
sections. The number of section in the upper part of the picture, the distance from the end of
olfactory bulbs (mm) in the lower one

Ryc. 3. Siatka do standaryzacji pol pomiarowych umieszczona pod szkietkiem nakrywkowyvm na
preparacie obejmujacym jadro ogoniaste-skorupg. Pow. 22 x
Fig. 3. The grid for standarization of measured fields placed under the cover glass on the specimen

caudate-putamen. x 22
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badanych struktur postuzono si¢ siatkami no$nymi do skrawkow, uzywanymi
w mikroskopii elektronowej (Srednica 3 mm, 60 pelnych kwadratowych
otworéw). Pomiar wykonywano standardowo w lewym gornym rogu kwad-
ratu. Siatka stwarzala regularny uklad wspotrzednych zapewniajacych iden-
tyfikacje odpowiadajacych sobie pol u kazdego z pigciu badanych zwierzat
(ryc. 3). W czgsci przedniej jadra ogoniastego-skorupy wykonano pomiary w 43
polach testowych, w czesci srodkowej w 53, a w tylnej w 28 polach (lacznie
w 124 polach u 1 szczura, a w 620 polach u 5 szczurow). W galce bladej
oceniono 75 pol testowych, w czgsci zbitej istoty czarnej 65 pol, w siatkowej 51,
a w bocznej 12 pol.

WYNIKI

Analiza morfometryczna sktadu tkankowego i komorkowego prazkowia,
gatki bladej i istoty czarnej

Analiza morfometryczna przeprowadzona oddzielnie w czgsci przedniej,
srodkowej i tylnej prazkowia wykazala, ze objetos¢ naczyn jest w trzech
czgéciach zblizona i wynosi 0,62; 0,77 1 0,72% objetosci jadra ogonia-
stego-skorupy. Objetos¢ neuropilu wynosi odpowiednio 83,37; 80,20 1 84,72%.
Rzadko wystepujace komorki nerwowe olbrzymie stanowia tylko 0,09%
objetosci czesci przedniej, 0,24% czesci srodkowej 1 0,05% czgsci tylnej
prazkowia. Pozostale komorki nerwowe w czesci przedniej, Srodkowej i tylnej
zajmuja odpowiednio 11,03; 12,59 i 9,62% objetosci, a komorki gleju tylko
3,26; 3,96 i 3,32% objetosci prazkowia (ryc. 4).

Analiza morfometryczna sktadu tkankowego i komorkowego gatki blade)
(ryc. 5) wykazala, ze naczynia zajmuja 0,57% objetosci, neuropil stanowi
88,8%. Objetos¢ komorek nerwowych wynosi 6,93%, a gleju 2,16% (ryc. 6).

Badania ilosciowe sktadu tkankowego i komorkowego istoty czarnej (ryc.
7) poszczegolnych jej czeSci wykazaly, ze struktury te sa ubogo unaczynione
— naczynia stanowia 0,29% objetosci czesci zbitej, 0,34% czesci siatkowatej
i 0,76% czesci bocznej. Neuropil stanowi 83,1% czesci zbitej, 91,7% czgsci
siatkowatej 1 85,0% czgsci bocznej. Glej jest sktadnikiem najmniej zmiennym
— stanowi okoto 2,2% objetosci kazdej z trzech czesci istoty czarnej. Komorki
nerwowe stanowia 13,6% objetosci czesci zbitej, 11,39 czesci bocznej, a tylko
5,27% czesci siatkowatej (ryc. 8).

Analiza morfometryczna rozmieszczenia i wielkosci komorek nerwowych
w czesSci przedniej, srodkowej i tylnej prazkowia

U szczurow 7-dniowych rozroznienie w mikroskopie swietlnym komorek
nerwowych matych, srednich i duzych (wg wlasnej terminologii) bylo niemoz-
liwe, dlatego tez wszystkie komorki nerwowe liczono razem, jedynie komorki
nerwowe olbrzymie mogly zosta¢ wyraznie odroznione. Przeprowadzone przez
nas badania rozktadu komorek w czgsci przedniej, srodkowej i tylnej jadra
ogoniastego-skorupy wykazuja niejednorodnos¢ tej struktury. Gestos¢ komo-
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% % %
0.62 ves. 0,77 g v €S 0.72 ves.
1,62 p-sSp- 224 p.sp. 157 p.sp-
neuropil neuropil neuropil
83.37 80,20 84.72
4 0 0,24 g.n.
09— 9 " 3,96 c. 0.05 g.n.
'3.26 gl o sl 332 gl.c.
11,03 < 12,59 n. 9,62 @
p. rostralis p. medialis p.caudalis
Ryc. 4. Sklad tkankowy i komorkowy czesci przedniej, srodkowej i tylnej jadra ogonia-
stego-skorupy (w procentach); ves. — naczynia, p.sp. — przestrzen okolonaczyniowa, gn. —
neurony olbrzymie. gl.c. — komorki glejowe. n. — neurony

Fig. 4. Tissue and cell composition of anterior, medial and posterior part of caudate-putamen (in
percentages); ves. — vessels. p.sp. — perivascular space. g.n. — giant neurons, glc. — glial cells,

. = ' neurons

Ryc. 5. Obraz mikroskopowy galki bladej. Kliiver—Barrera. Pow. 400 x
Fig. 5. Microscopic picture of globus pallidus. Kliver —Barrera. x 400

http://rcin.org.pl




Morfologia wybranych struktur podkorowych 497

0/0

0:97 ves.

1,51 p.sp.

88,80 neuropil

2,16 Glzack

6.93 n.
Ryc. 6. Skiad tkankowy i komorkowy galki bladej (w procentach); ves. — naczynia, p.sp. —

przestrzen okotonaczyniowa, glc. — komorki glejowe, n. — neurony

Fig. 6. Tissue and cell composition of pallidum (in percentages); ves. — vessels, p.sp. — perivas-

cular space, gl.c. — glial cells, n. — neurons

& Sy % 2

Ryc. 7. Obraz mikroskopowy istoty czarnej. A — warstwa zbita, B — warstwa siatkowata.
Kliiver — Barrera. Pow. 400 x

Fig. 7. Microscopical picture of substantia nigra. A — compact zone, B — reticular zone.
Kliver — Barrera. x 400
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% % %
0,29 ves. 0.34 ves. 076 ves
0.61 p.Sp. 0,56 p.sp. 0.59 p.sp
83,13 neuropil 9167 neuropil 84.99 neuropil
i s 2.25 gl .
13.60 R 2,16 g| (oA 11,39 E
527 n. i
p. compacta p. reticularis p.lateralis
Ryc. 8. Skiad tkankowy i komorkowy czesci zbitej, siatkowatej i bocznej istoty czarnej wyrazony
w procentach; ves. — naczynia, p.sp. — przestrzen okolonaczyniowa, glc. — komorki glejowe,
n. — neurony

Fig. 8. Tissue and cell composition of compact, reticular and lateral zones of substantia nigra
expressed in percentages: ves. — vessels, p.sp. — perivascular space, gl.c. — glial cells, n. — neurons

rek nerwowych jest najwieksza w czeSci $Srodkowej (2236/1 mm?), nieco
mniejsza w cze$ci przedniej (2129/1 mm?), a zdecydowanie najmniejsza w czesci
tylnej (1842/1 mm?) (ryc. 9). Roznice w gestosci komorek nerwowych wykryto
rowniez na osi od komor ku stronie bocznej. Badania ilosciowe wykazaty, ze
w strefie przykomorowej czesci przedniej prazkowia w 1 polu testowym
znajduja si¢ srednio 32 komorki, a w strefie bocznej dwa razy mniej — srednio
14 komorek (ryc. 9). Podobnie w czesci srodkowej prazkowia, w strefie
przykomorowej znajduja si¢ Srednio 32 komorki nerwowe, a w strefie bocznej
srednio 17 komorek (ryc. 9). W czesci srodkowej jadra ogoniastego-skorupy
roznice te sa dostrzegalne nawet w ocenie jakosciowej (ryc. 10). Cecha ta jest
nieuchwytna w czesci tylne;.

Badania iloSciowe prazkowia wykazaly bardzo wyrazne zréznicowanie
strefowe wystepowania neuronow olbrzymich. Stosunek neuronéw olbrzymich
do pozostatych komorek nerwowych w czesci przedniej wynosit 1:268, w czesci
srodkowej 1:147 i w czesci tylnej 1:545. Nierownomierne rozmieszczenie
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Ryc. 9. Rozmieszczenie i liczba neuronow w czesci przedniej, srodkowej i tylnej jadra ogonias-
tego-skorupy. Kazda gwiazdka oznacza jeden neuron olbrzymi

Fig. 9. Distribution and number of neurons in anterior, medial and posterior parts of cau-
date-putamen. Every star designates one giant neuron
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Ryc. 10. Strefowe rozmieszczenie neuronow w Srodkowej czgsci jadra . ogoniastego-skorupy.
A — strefa boczna, B — s$rodkowa, C — przykomorowa. Strzatka oznacza neuron olbrzymi.
Kliiver — Barrera. Pow. 400 x

Fig. 10. Zonal distribution of neurons in medial part of caudate-putamen. A — lateral zone,
B — medial zone, C — periventricular zone. Arrow indicates giant neuron. Kliiver — Barrera.
x 400

dorsalis

Lu;z lss,s 628
42(63,0(65,3/62,8/62.2

6466
64,7/63,0(62,5/65,3 625625 61,6
lateralis |635/65,7/64,2628/629628609|  [PZTo0

laris
653637 618 |62,7/62,7 628616

63,2629 628623622

62,8/61,7(608

ventralis

Ryc. 11. Srednie wielkosci pola powierzchni przekroju neuronow w czesci srodkowej jadra
ogoniastego-skorupy w pum?
Fig. 11. Average fields of neurons (in pm?) in medial part of caudate-putamen
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neuronow olbrzymich jest uchwytne w $cisle wystandaryzowanych warunkach
badan ilosciowych rowniez w kierunku od komor ku strefie bocznej. W strefie
przysrodkowej, najblizszej komor nie wystgpuja one wcale. Liczba ich jest
najwigksza w strefie bocznej (ryc. 9).

Oceniono rowniez pole powierzchni przekroju komorek nerwowych w czes-
ci srodkowej jadra ogoniastego-skorupy. Komorki najmniejsze wystepuja
w strefie brzuszno-przysrodkowej. Pole powierzchni przekroju tych neuronow
wynosi $rednio 61,6—61,7 um?. Warto$¢ ta wzrasta ku stronie grzbietowej
prazkowia do 63,7 um?, a takze ku stronie bocznej i wynosi 64,1 pum? (ryc. 11).

OMOWIENIE

W neostriatum cztowieka Brockhaus (1942), Namba (1957) oraz Tabuchi
(1969) ujawnili roznice w rozmieszczeniu komorek nerwowych. a takze w ich
wielkosci, co uzasadnialo podzial tej struktury na czeSci: boczna, tylna,
przysrodkowa i kilka innych mniej wyrdzniajacych si¢ czgsci. Przeprowadzone
przez nas badania rozkladu komorek w czesci przedniej, srodkowej i tylnej
jadra ogoniastego-skorupy z uwzglednieniem strefy przykomorowej, bocznej,
grzbietowej 1 brzusznej rowniez wykazaly jej niejednorodnos¢ u szczura
7-dniowego. Struktura ta wykazuje zréznicowanie strefowe pola powierzchni
przekroju komorek nerwowych. W strefie przysrodkowo-brzusznej znajduja sie
komorki nerwowe najmniejsze. To strefowe zroznicowanie rozkladu gestosci
komorek i ich wielkosci wiaze si¢ prawdopodobnie z kierunkiem migracji
komorek namnazajacych si¢ w strefie przykomorowej i wedrujacych w czasie
swego rozwoju w kierunku bocznym i grzbietowym. Mozna wigc przypuszczac,
ze kierunek migracji komorek nerwowych matych, srednich i duzych jest
odkomorowy, podczas gdy neurony olbrzymie, ktore wystepuja glownie
w strefie bocznej, a nie wystgpuja wcale w strefie przykomorowej, wnikaja do
prazkowia od strony bocznej, tzn. od kory mozgu.

W prazkowiu szczura (Dimova i wsp. 1980), podobnie jak w prazkowiu
cztowieka, neurony olbrzymie wystepuja nielicznie. Stosunek liczby neuronow
olbrzymich do wszystkich komorek nerwowych okreslono u cztowieka na 1:50
(Namba 1957; Treff 1964), 1:20 (Peele 1961), 1:270 (Tabuchi 1969), 1:102
(Bugiani 1980). Mozna sadzi¢, ze duze roznice w ocenie tego wskaznika
wynikaja, migdzy innymi, z odmiennej klasyfikacji wielkosci komorek ner-
wowych, a takze z duzego zréznicowania strefowego w obrebie prazkowia
czlowieka. W naszym materiale stosunek ten wynosit w czesci przedniej,
srodkowej i tylnej prazkowia odpowiednio 1:268, 1:147, 1:545.

Wedlug Bugianiego i wsp. (1978, 1980) stosunek neuronéw olbrzymich do
reszty neurondw prazkowia posiada pewna warto$¢ diagnostyczna. Moze on
wyjasnia¢ patomechanizm niektorych proceséw patologicznych, a takze szcze-
goly organizacji ukiadu nigrostriatalnego. Tylko bardzo $cisle przestrzeganie
standardu krojenia i oceny ilosciowej pozwala na racjonalne postugiwanie si¢
tym wskaznikiem w normie i w warunkach patologicznych, Bugiani i wsp.
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(1978, 1980) sadza, ze male komorki nerwowe prazkowia tworza wraz
z neuronami bardzo duzymi odrgbne jednostki anatomiczno-czynnosciowe.
Male komorki nerwowe prazkowia otrzymuja polaczenia z istoty czarnej, same
natomiast siegaja swymi wypustkami do neuronow bardzo duzych, ktore
komunikuja si¢ przez szlak striatonigralny z istota czarna. W procesie starzenia
liczba wszystkich komorek nerwowych prazkowia maleje rOwnomiernie i war-
to$¢ wskaznika nie zmienia sie istotnie (Bugiani i wsp. 1978). Mozna sadzic, ze
zmianom wstecznym ulegaja cale kompleksy komorek zwiazanych z neuro-
nami bardzo duzymi. W chorobie Parkinsona wedtug Bugianiego i wsp. (1980)
zmniejsza si¢ liczba neuronoéw bardzo duzych i pozostalych komorek ner-
wowych, ale stosunek ich si¢ zmienia z 1:102 na 1:148. Wskaznik ten Swiadczy
o szybszej redukcji liczby neuronéw olbrzymich. Wobec braku nowych
potaczen nerwowych, funkcja komorek, ktore przetrwaly musi rowniez ulec
zaburzeniu. Rowniez badania frakcji objetosci struktur tkankowych i komor-
kowych potwierdzaja istnienie roznic w obrebie prazkowia szczura. Wszelkie
wigc studia jakosciowe i ilosciowe w normie i w stanach patologicznych
powinny uwzglednia¢ te zroznicowania.

Objetosc istoty czarnej w prawej potkuli mozgu szczura 7-dniowego wynosi
0,4556 mm?, przy czym czes¢ zbita zajmuje 0,15149 mm? (33,25%) objetosci
istoty czarnej, cze$¢ siatkowata 0,2700 mm? (59,28%), a boczna 0,03398 mm”
(7,46%) (Wegiel i wsp. 1989). Badania morfometryczne wykazaty, ze komorki
nerwowe zajmuja 13,6% objetosci czeéci zbitej, co stanowi 0,020602 mm”.
W tym wiec wieku zycia szczura objetos¢ komorek nerwowych warstwy zbitej
istoty czarnej w 1 mm? jest znikoma, jeszcze mniejsza w materiale z istoty
czarnej pochodzacym od ptodu. Uwzglednienie tych obserwacji przez ekspe-
rymentatoréw postugujacych si¢ przeszczepami istoty czarnej moze sprzyjac
racjonalizacji teoretycznych podstaw eksperymentu, wyboru wlasciwego mate-
rialu 1 metod.

WNIOSKI

1. Badania morfometryczne skiadu tkankowego i komoérkowego jadra
ogoniastego-skorupy (czgsci przedniej, srodkowej i tylnej) szczura 7-dniowego
wykazaly niejednorodnosc tej struktury pod wzgledem liczebnosci i wielkosci
komorek nerwowych. Zaobserwowano roznice strefowe, ktore powinny by¢
uwzglednione w badaniach jakosciowych i ilosciowych zmian w warunkach
patologicznych.

2. Zréznicowanie strefowe rozktadu gestosci i wielkosci komorek ner-
wowych prazkowia przypuszczalnie wynika z tego, ze w czasie rozwoju
kierunek migracji neuronoéw matych, $rednich i duzych jest odkomorowy,
podczas gdy neurony olbrzymie wnikaja do prazkowia od kory mozgu.

3. Neurony olbrzymie wystgpuja ze zmienna czestoscia w stosurku do
pozostalych neuronow prazkowia w jego przedniej, sSrodkowe;j i tylnej czzsci, co
swiadczy o zmiennej liczbie kompleksow tworzonych przez te komorki
z innymi neuronami prazkowia.
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MORPHOMETRIC EVALUATION OF TISSUE AND CELL COMPOSITION
OF CAUDATE-PUTAMEN, PALLIDUM AND SUBSTANTIA NIGRA
IN 7-DAY-OLD RAT

Summary

The aim of the study was the morphometric evaluation of tissue and cell composition of brain
structures which are involved into transplantation in experimental model of parkinsonism in the
rat — substantia nigra as the implanted structure and caudate-putamen-as the host structure into
which the graft is placed. Three parts of caudate-putamen (anterior, medial and posterior), three
parts of substantia nigra (compact, reticular and lateral) as well as pallidum were investigated in
7-day-old rat.

It was found that the density of nerve cells is highest in medial part (2236/1 mm?). lower in
anterior part (2129/1 mm?) and the lowest in posterior one (1842/1 mm?). The number of giant
neurons in relation to the rest of neurons in anterior, medial and posterior parts of cau-
date-putamen was 1:268, 1:147 and 1:545 respectively. This indicates that the numbers of complexes
formed by giant neurons with other neurons vary depending on the area of this brain structure.
The zonal differences in distribution and size of neurons in caudate-putamen should be taken in
account in qualitative and quantitative studies.
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AKTYWNOSC CYKLAZY ADENYLOWEJ
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Opracowanie technik cytochemicznych ujawniajacych aktywnos$¢ hormo-
nozaleznej cyklazy adenylowej (AC) w tkankach zwierzecych (Reik i wsp. 1970)
dato poczatek licznym badaniom, dotyczacym jej swoistosci (Howwell, Whitfield
1972; Lemay, Jarett 1975; Cutler, Cristian 1980), lokalizacji komorkowe;j
(Schultze 1 wsp. 1977; Vorbrodt i wsp. 1977, 1984; Rechardt, Hiarkonen 1977,
Panula, Rechardt 1979; Szumanska i wsp. 1984; Rechardt, Hervonen 1986)
oraz hormonalnej stymulacji (Kebabian i wsp. 1972; Rechardt, Hirkonen 1977;
Panula 1980; Rechardt, Hervonen 1986; Madison, Nicoll 1988). Zwiazana
z blonami komorkowymi AC, pelniac funkcje receptora katalizuje przemiang
adenozynotrojfosforanu (ATP) do cyklicznego 3', 5-monofosforanu (cAMP),
odgrywajacego rol¢ wewnatrzkomorkowego mediatora (second messenger).
Wyznacza to kluczowa role tego enzymu w receptorowozaleznej regulacji
czynnosci komorek (Sutherland, Rall 1960). Jego aktywnos¢ stymulowana jest
przez szereg czynnikow, migdzy innymi przez noradrenaling (Huang i wsp.
1971), dopaming (Kebabian i wsp. 1972) oraz przez forskoling (Seamon i wsp.
1981).

Osrodkowy uklad nerwowy nalezy do najbogatszych w AC narzadow
ustroju zwierzgcego (von Hungen i wsp. 1974). Jednakze ujawnienie jej
aktywnosci w strukturach mozgu napotyka na szereg trudnosci metodycznych,
zwiazanych przede wszystkim z hamujacym oddzialywaniem utrwalaczy i jo-
now metali cigzkich stosowanych w technice mikroskopowo-elektronowe;.
Z tym tez zapewne zwiazane sa kontrowersje w interpretacji uzyskiwanych
wynikow.

W ostatnich latach opracowano metody ultrahistochemiczne pozwalajace
na ujawnianie aktywnosci AC w strukturach osrodkowego uktadu nerwowego.
Jej obecnos$¢ wykazano zarowno w synapsach i blonach widkien nerwowych
(Greengard i wsp. 1972; Rechardt, Hirkonen 1977), jak i w elementach sieci
naczyniowej mozgu (Szumanska i wsp. 1984; Vorbrodt i wsp. 1984). Stwier-
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dzono ponadto glgbokie nieprawidlowosci w aktywnosci enzymu w $cianach
naczyn krwionosnych mozgu w doswiadczalnych stanach patologicznych
przebiegajacych z zaburzeniami mechanizmow bariery krew —mozg (Szuman-
ska, Mossakowski 1985: Szumanska i wsp. 1988).

Wybiorcze uszkodzenie neuronow piramidowych sektora CA, rogu Amona
w warunkach niedokrwienia przodomozgowia u chomikoéw mongolskich
i szczurow (Kirino 1982; Kirino i wsp. 1984) i jego prawdopodobny zwigzek
z ekscytotoksycznym dziataniem neuroprzekaznikow aminokwasowych (Pul-
sinelli 1985; Suzuki i wsp. 1985) zwrocily uwage na ewentualne zmiany w stanie
synaps w tej czesci zakretu hipokampa. Obecnos$¢ nieprawidlowosci w ich
obrazie ultrastrukturalnym w warunkach niedokrwienia mozgu sugeruja
badania Mossakowskiego i wsp. (1989), poswigcone analizie dynamiki mikro-
skopowo-clektronowych uszkodzen sektora CA; u chomikow mongolskich.
Skionilo to do systematycznej oceny obrazu mikroskopowo-elektronowego
synaps sektora CA, rogu Amona, pochodzacych z réznych komorek polozo-
nych w roznych warstwach tego odcinka zakretu hipokampa. Badania doty-
czyly zarobwno zwierzat nie poddanych zadnym zabiegom doswiadczalnym, jak
i tych, u ktorych wywolywano przemijajace niedokrwienie przodomozgowia
(Gajkowska i wsp. 1988, 1989). Wydawalo si¢ celowe ich uzupelnienie
histochemiczng analiza aktywnoS$ci synaptycznej AC tego obszaru zakretu
hipokampa. Z prac de Robertisa i wsp. (1967) wiadomo, iz AC zwiazana jest
swoiscie z frakcja zakonczen nerwowych. W niniejszej pracy podjeto cyto-
chemiczng analize aktywnosci enzymu u zwierzat nie poddanych zadnym
zabiegom doswiadczalnym.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na dorostych chomikach mongolskich, samcach.
Reakcje cytochemiczna ujawniajaca aktywnos¢ AC przeprowadzono wedlug
metody opisanej przez Rechardt 1 Hirkonena (1977) udoskonalone) przez
Rechardt i Hervonen (1985). stosujac wlasna modyfikacj¢ medium inkubacyj-
nego (Szumanska i wsp. 1984).

Uzyte do badan zwierzgta podzielono na dwie grupy. W grupie pierwszej
chomiki mongolskie usmiercano przez dekapitacje. Mozgowia wyjmowane
natychmiast z jamy czaszki, ozigbiano na lodzie, zanurzano w roztworze
Krebsa — Ringera z dodatkiem glukozy (K —R —G) i krojono w plaszczyznie
czolowej na bloki grubosci okoto 2 mm. Nastepnie z odcinka CA, grzbietowe;j
czgsci zakretu hipokampa pobierano pod kontrola lupy prostopadiosciany
obejmujace jego poszczegOlne warstwy. Zwierzeta grupy drugiej usmiercano
przez zastosowanie krotkotrwalej przezsercowej perfuzji roztworem K —R — G,
pH 8,3. Wykonanie perfuzji mialo na celu wyplukanie krwi z lozyska
naczyniowego. Z mozgow zwierzat tej grupy pobierano identyczne bloki
tkankowe jak w przypadku zwierzat dekapitowanych.

Preparatyka histochemiczna pobranego materiatu tkankowego obejmowa-
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la trzy kolejno po sobie nastgpujace etapy: stymulacji (preinkubacja), utrwala-
nia i wlasciwej inkubacji. Preinkubacj¢ przeprowadzono (20 min w temp.
pokojowej) w roztworze K —R —G, zbuforowanym do pH 8,3 z dodatkiem
aktywatorow: chlorowodorku dopaminy (3 mM) badz chlorowodorku norad-
renaliny (0,1 mM) lub tez forskoliny w stezeniu koncowym 10~ % Czesci
blokow tkankowych nie poddawano w ogole stymulacji przy uzyciu zadnego
z wyzej wymienionych aktywatoréow, w celu wykazania tzw. aktywnosci
podstawowej (basal activity). Utrwalanie przeprowadzano przez immersj¢
bloczkow tkankowych w $wiezo przygotowanym roztworze 1% paraformal-
dehydu w K —R — G zbuforowanym do pH 8,3. Po utrwalaniu (5 min w temp.
pokojowej) byly one przemywane przez 30 min w trzech zmianach roztworu
K—-R—G, a nastgpnie poddawane inkubacji w dwoch réznych roztwo-
rach inkubacyjnych. Precipitatem pierwszego byl kobalt, a drugiego stront.
W pierwszym przypadku plyn inkubacyjny zawieral: bufor Trisma, pH
83 — 50 mmol/l, MgCl, — 3 mmol/l, CaCl, — 8 mmol/l, s6l sodowa
S'adenylyl-imido-dwufosforanu (AMP —PNP) — 0,5 mmol/l, teofiling 10
mmol/l i Co(NO,), —3 mmol/l. Roztwor inkubacyjny byl przezroczysty
1 zabarwiony lekko rézowo. W przypadku drugim plyn inkubacyjny zawierat te
same skladniki, poza azotanem kobaltu, ktory zastapiono chlorkiem strontu
(SrCl,-6 H,O) — 10 mmol/l. Byl on nastepnie przeksztalcany pod wplywem
octanu olowiu w widoczny w obrazie mikroskopowo-elektronowym fosforan
otowiu. Koncowe pH obu plynow inkubacyjnych doprowadzano do 8,5 —8.8,
a inkubacje prowadzono w temperaturze pokojowej przez 60 do 120 min.
Kontrole swoistosci odczynu histochemicznego wykonywano inkubujac mate-
rial bez substratu i bez aktywatorow oraz stosujac B-glicerofosforan sodu
zamiast wlasciwego substratu (AMP — PNP). Po inkubacji, bloczki tkankowe
ptukano, utrwalano w 1% czterotlenku osmu, odwadniano w roztworach
etanolu o wzrastajacym stezeniu i tlenku propylenu oraz zatapiano w Eponie.
Z bloczkow tkankowych zatopionych w Eponie skrawano skrawki polcienkie
i barwiono je bigkitem toluidyny. Przy uzyciu mikroskopu swietlnego okre-
slano w nich poszczegdlne warstwy zakretu hipokampa i wedlug nich
odpowiednio trymowano bloczki tkankowe. Uzyskano w ten sposob skrawki
ultracienkie pochodzace z 5 kolejnych warstw hipokampa, tj.: stratum oriens,
stratum pyramidale, stratum radiale, stratum lacunosum-moleculare i stratum
moleculare. Skrawki nakladano na siatki, kontrastowano w roztworze octanu
uranylu lub nie podbarwiano w ogole. Zdjecia wykonywano w mikroskopie
elektronowym Joel 100 C.

WYNIKI

Obserwacje bogatego materialu wykorzystanego do badan wskazuja, ze
aktywnos$¢ AC ograniczona jest do struktur neuropilu, przede wszystkim do
bton dendrytow i zakonczen aksonalnych tworzacych kolbki synaptyczne. Sy-
naptyczna lokalizacja AC nie wykazuje roznic w poszczegolnych warstwach
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sektora CA, rogu Amona. Nagromadzenie produktu koncowego reakcji
enzymatycznej i jego rozmieszczenie nie wiaze. si¢ roOwniez z morfologiczna
struktura synaps. Jest ono identyczne w synapsach symetrycznych i asymet-
rycznych. Intensywnos$¢ odczynu oraz jego cytologiczna lokalizacja w zlaczu
synaptycznym wykazuje natomiast wyrazna zalezno$¢ od zastosowanego
aktywatora reakcji histochemicznej, a takze w pewnym stopniu od rodzaju
metalu (stront versus kobalt) uzytego w adaptacji techniki histochemicznej do
celow mikroskopii elektronowe;j.

Dopaminozalezna AC ujawniana przy zastosowaniu azotanu kobaltu,
wykazuje linijne rozmieszczenie aktywnosci w obszarze postsynaptycznym
licznych, roznej wielkosci stykow synaptycznych, wystepujacych we wszystkich
pigeciu warstwach zakretu hipokampa (ryc. 1). Dendryty z zaznaczona btonowa
aktywnoscia enzymu zwiazane sa SciSle z zakonczeniami aksonalnymi. Na
charakter aktywnosci nie wplywa roznorodno$¢ morfologiczna pecherzykow
synaptycznych zawartych w zakonczeniach aksonalnych, ani zr6znicowanie ich
ilosci 1 rozmieszczenia (pgcherzyki okragle i splaszczone, rozproszone lub
groniasto zageszczone w poblizu blony presynaptycznej). Morfologicznie
roznorodne synapsy charakteryzuja si¢ wspolnym wzorcem obrazu histochemi-
cznego, wyrazajacym si¢ silna aktywnos$cia enzymatyczna w blonach post-
synaptycznych i w ich otoczeniu. Zwraca uwage fakt, ze znaczny odsetek
synaps nie wykazuje w ogole reakcji histochemicznej lub jedynie sladowa.
Mitochondria nie zawieraja produktow odczynu histochemicznego, co stanowi
zreszta jedno z kryteriow jego swoistosci (ryc. 1, 2).

W materiale, w ktorym dla ujawnienia AC zamiast kobaltu stosowano
chlorek strontu, stwierdzano, ze stymulowana dopamina aktywnos¢ enzymu
wystepuje nie tylko w obszarze postsynaptycznym lecz rowniez w blonie
presynaptycznej oraz w szczelinie synaptycznej. W tym przypadku. obok
blonowej lokalizacji enzymu spotyka si¢ jego aktywnos¢ wewnatrzkomorkowa.
Wypustki komorek nerwowych, przede wszystkim dendryty, zawieraja roznej
wielkosci ziarnistos$ci produktu reakcji enzymatycznej, nie zwiazane z zadnymi
upostaciowanymi strukturami cytoplazmatycznymi (ryc. 3). Przy zastosowaniu
tej techniki histochemicznej obserwuje si¢ niekiedy aktywnos¢ AC w blonach
podstawnych i w migsniowce drobnych naczyn krwionosnych.

W przypadku AC, stymulowanej przez noradrenaling i ujawnianej przy
uzyciu zaréwno jonoéw kobaltu, jak i strontu, produkt reakcji enzymatycznej
gromadzi si¢ wylacznie w postsynaptycznych btonach synaps. Nie spotyka si¢
go nigdy w blonach presynaptycznych. Jednakze stwierdza si¢ tu czesto obrazy,
w ktorych koncowy produkt odczynu widoczny jest w postaci elektro-
nowo-gestych ziarnistosci zwiazanych z blonami duzych wypustek nerwowych
poza miejscami stykow synaptycznych (ryc. 4). Ogoélnie mozna stwierdziC, ze
noradrenalina bardziej niz dopamina stymuluje aktywnos¢ AC zlokalizowana
w blonach wypustek komorek nerwowych poza obszarami synaptycznymi,
w neuropilu wszystkich warstw kory amonalnej. Zastosowanie zwiazkow
strontu dla ujawnienia w obrazach mikroskopowo-elektronowych aktywnosci
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Ryc. 1. Stratum oriens. Aktywnos¢ cyklazy adenylowej (AC) widoczna w blonie postsynaptycznej
(strzatka). Mitochondria bez odczynu. Stymulacja dopamina. Plyn inkubacyjny I (kobalt). Pow.
60000 x
Fig. 1. Stratum oriens. Electron microscopic demonstration of dopamine-stimulated adenylate
cyclase (AC) activity in the postsynaptic membrane (arrow). No reaction in mitochondrium. Cobalt
method. x 60000

Ryc. 2. Stratum radiatum. Aktywno$¢ dopaminozaleznej AC w obszarze postsynaptycznym
(strzatka). Skrawek nie podbarwiany. Plyn inkubacyjny I (kobalt). Pow. 50000 x

Fig. 2. Stratum radiatum. Electron microscopic demonstration of dopamine-stimulated AC in the
postsynaptic thickening (arrow). No poststaining. Cobalt method. x 50000
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Ryc. 3. Stratum lacunosum-moleculare. Nierownomiernie roztozona, silna aktywnos¢ cytoplaz-
matycznej AC w dendrycie. Stymulacja dopamina. Plyn inkubacyjny II (stront). Pow. 30000 x
Fig. 3. Stratum lacunosum-moleculare. Electron microscopic demonstration of dopamine stimu-
lated AC. Strong irregularly distributed reaction product in dendrite. Stront method. x 30000

Ryc. 4. Stratum pyramidale. Noradrenalinozalezna AC. Produkt reakcji w postaci ciemnych
zageszezen skupionych na blonie wiokna nerwowego (strzatki). Widoczne zakonczenie aksonu (Ax)
z pecherzykami synaptycznymi pozbawionymi aktywnosci enzymatycznej. Plyn inkubacyjny 11
(stront). Pow. 40000 x
Fig. 4. Stratum pyramidale. Electron microscopic demonstration of norepinephrine-stimulated AC.
Only scanty stront precipitates (arrow) are seen on the nerve fiber membranes. Axon terminal (Ax)
contains synaptic vesicles without enzyme activity. Stront method. x 40000
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Ryc. 5. Stratum moleculare. Aktywnos¢ AC w pecherzykach synaptycznych. Stymulacja norad-
renalina. Plyn inkubacyjny II (stront). Pow. 100000 x
Fig. 5. Stratum moleculare. Norepinephrine-stimulated AC activity in synaptic vesicles. Stront
method. x 100000
Ryc. 6. Stratum oriens. Zwiazana z blonami synaptycznymi, forskolinozalezna AC skupiona
glownie w obszarze postsynaptycznym. Plyn inkubacyjny Il (stront). Pow. 60000 x
Fig. 6. Stratum oriens. Electron microscopic demonstration of forscolin-stimulated AC activity is
present in the postsynaptic region. Stront method. x 60000
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Ryc. 7. Stratum pyramidale. Kolbka synaptyczna. Forskolinozalezna AC zlokalizowana w blonie
synaptycznej oraz w pecherzykach synaptycznych. Plyn inkubacyjny 1 (kobalt). Pow. 40000 x

Fig. 7. Stratum pyramidale. Electron microscopic demonstration of synaptic cleft. Forsco-
lin-stimulated AC activity is localized in the postsynaptic membranes and synaptic vesicles. Cobalt
method. x 40000

Ryc. 8. Stratum moleculare. Inkubacja bez aktywatora (basal activity). Aktywnos¢ AC w postaci
ziarnistosci rozmieszczonych w cytoplazmie dyndrytow (strzatka). W obu blonach synapsy nie
stwierdza si¢ aktywnosci enzymatycznej. Plyn inkubacyjny I (kobalt). Pow. 60000 x
Fig. 8. Stratum moleculare. Electron microscopic demonstration of basal activity of AC in the form
of dark precipitations in the dendrite cytoplasm (arrow). Synaptic membranes are non reactive.
Cobalt method. x 60000
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Ryc. 9. Stratum pyramidale. Kontrola odczynu histochemicznego. Inkubacja bez substratu. Brak
reakcji histochemicznej w strukturach neuropilu. Plyn inkubacyjny I (kobalt). Pow. 40000 x

Fig. 9. Stratum pyramidale. Control of histochemical reaction. Incubation without substrate. No
reaction products in the neuropil. Cobalt method. x 40000

noradrenalinozaleznej AC prowadzi niekiedy do nagromadzenia ziarnistych
zlogow produktu koncowego reakcji w pecherzykach synaptycznych (ryc. 5),
zjawiska nie spotykanego przy aktywacji dopamina. Nie mozna jednakze
wykluczy¢ nieswoistosci tego procesu, podobnie jak w przypadku odczynu
ujawnianego niekiedy w zmienionych mitochondriach i lizosomach. Przy
zastosowaniu noradrenaliny jako aktywatora enzymu nie stwierdzano wyktad-
nikow jego aktywnosci w elementach strukturalnych $cian naczyniowych.
Forskolina, trzeci z zastosowanych stymulatorow AC, powoduje stabsza niz
dopamina i noradrenalina aktywacje odczynu histochemicznego. Przy uzyciu
soli obu metali cigzkich koncowy produkt reakcji enzymatycznej wiaze si¢ ze
strukturami blonowymi synaps (ryc. 6), glownie z blona postsynaptyczna (ryc.
7), widoczny jest jednak rowniez i w blonach presynaptycznych. Intensywnos¢
odczynu cytochemicznego przy zastosowaniu forskoliny w obszarze postsynap-
tycznym jest ogolnie stabsza niz przy zastosowaniu stymulacji tak dopamina,
jak 1 noradrenalina. Przy uzyciu strontu w reakcji stymulowanej forskolina,
drobne ziarnistosci produktu koncowego reakcji gromadza si¢ rowniez w nie-
ktorych mitochondriach dendrytow zawartych w neuropilu. Elementy struk-
turalne $cian naczyn krwionosnych nie wykazuja aktywnosci enzymatyczne;.
W materiale tkankowym przygotowanym do badan mikroskopowo-elek-
tronowych bez preinkubacji w ktorymkolwiek ze stosowanych stymulatorow
AC, ukierunkowanym na ujawnienie jej tzw. aktywnosci podstawowej (basal
activity) stwierdza si¢ nagromadzenie elektronowo-gestych ziarnistosci produ-
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ktu koncowego reakcji luzno rozsianych w cytoplazmie pojedynczych wypu-
stek nerwowych (ryc. 8). Intensywnos$¢ odczynu jest jednak znacznie stabsza niz
w przypadku dopaminozaleznej AC wystepujacej w tej samej lokalizacji
komorkowej. Aktywnos¢ podstawowa enzymu nie wystgpuje natomiast
w obszarze stykow synaptycznych.

Swoistos¢ odczynu histochemicznego potwierdzaja obrazy wykazujace
brak aktywnosci AC przy przeprowadzaniu reakcji bez swoistego substratu lub
przy jego zastapieniu B-glicerofosforanem (ryc. 9).

OMOWIENIF

Uzyskane wyniki wskazuja, ze zastosowana metoda cytochemicznego
wykrywania aktvwnosci synaptycznej AC pozwala na stosunkowo precyzyjna
jej lokalizacje¢ w poszczegolnych elementach strukturalnych odcinka CA,
zakretu hipokampa, wyrdzniajacego si¢ szczegdlnym bogactwem polaczen
synaptycznych i ich zréznicowaniem strukturalnym, a takze roéznorodnoscia
zrodet komorkowych. Na podkreslenie zastuguja rowniez odmiennosci czyn-
nosciowe, wyrazajace si¢ bogactwem ukladow neurotransmiterowych wy-
stepujacych w tym wlasnie obszarze osrodkowego ukladu nerwowego (Wiera-
szko, 1983).

Istotne trudnosci w interpretacji obrazow ultracytochemicznych zwiazane
sa ze zle zachowana struktura tkanki, co stanowi nastgpstwo skomplikowanej,
dlugotrwalej i wieloetapowej obrobki materiatu. Szczegolnie istotnym etapem
procedury histochemicznej jest stymulacja aktywnosci AC przez tkankowo
swoiste hormony lub neurotransmitery (Kebabian i wsp. 1972; Schultze i wsp.
1977; Rechardt, Harkonen 1977; Panula, Rechardt 1979; Rechardt, Hervonen
1986). Jej niezbednos¢ wynika przede wszystkim z faktu bardzo znacznego,
nierzadko calkowitego hamowania aktywno$ci enzymu przez substancje
utrwalajace oraz sole metali cigzkich, stosowane w preparatyce histochemicznej
i mikroskopowo-elektronowej. Mechanizm stymulujacego dzialania poszcze-
golnych aktywatorow jest odmienny. Naturalnymi aktywatorami enzymu sg
zastosowane w naszych badaniach neurotransmitery dopamina i noradrenali-
na. Z wczesnych prac Sutherlanda i Ralla (1960) oraz Reika i wspolautorow
(1970) wiadomo, iz przekazniki te uwalniane z kolbki synaptycznej wnikaja do
szczeliny synaptycznej i wiaza si¢ z receptorem potozonym w blonie postsynap-
tycznej, ktorym jest wlasnie AC, aktywujaca proces tworzenia cyklicznego
AMP/cAMP z wysokoenergetycznego ATP. Wyizolowany w 1981 r. przez
Seamona i wsp. dwuterpen-forskolina oddzialtywuje bezposrednio na kompleks
enzymatyczny AC, ztozony z podjednostki katalizujacej i wiazacej nukleotyd
guanylowy.

Porownanie obrazow histochemicznych uzyskanych przy zastosowaniu
trzech aktywatorow aktywnosci mozgowej AC pozwolito na oceng ich wpltywu
na intensywnos$¢ odczynu oraz jego rozmieszczenie w kolbkach synaptycznych,
dendrytach. wypustkach osiowych i innych elementach neuropilu. Obrazy
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uzyskiwane przy zastosowaniu poszczegodlnych aktywatoroéw roznia sie¢ miedzy
soba. nie na tyle jednak. aby niemozliwe bylo okreslenie ich wspolnego wzorca.
Ogolny histochemiczny obraz aktywnos$ci enzymu jest jednak wypadkowa
obrazow uzyskiwanych przy uzyciu roznych aktywatorow. Na ich podstawie
nalezy stwierdzic, iz aktywno$¢ AC w badanym odcinku zakretu hipokampa
jest ograniczona do wyzej wymienionych elementéw strukturalnych neuropilu.
Nie wykazano natomiast jej obecnosci w perykarionach komorek nerwowych,
w komorkach glejowych ani tez w s$rodblonkach naczyn krwionosnych.
Jedynie dopaminozalezna AC wykazywata nieznaczna aktywnos¢ w blonach
podstawnych 1 w mig$niowce stosunkowo nielicznych naczyn.

Nie wykazano roznic w intensywnosci ani w rozmieszczeniu aktywnosci AC
w synapsach zlokalizowanych w roznych warstwach zakretu hipokampa.
Zastuguje to tym bardziej na uwage, iz w poszczegolnych warstwach sektora
CA, rozmieszczone sa synapsy pochodzace z odmiennych zréodet komor-
kowych i zawierajace rozne neuroprzekazniki (Andersen i wsp. 1963, 1966).
Podobnie nie znalazty odzwierciedlenia w obrazie aktywnosci enzymu roznice
w strukturze morfologicznej synaps. Jednakowe jego rozmieszczenie i identycz-
na intensywnos$¢ dotyczyly synaps symetrycznych i asymetrycznych. Wedtug
do dzi$ akceptowanej koncepcji Graya (1969) synapsy symetryczne, okreslane
mianem synaps typu I, odpowiadaja synapsom pobudzajacym, podczas gdy
asymetryczne, zaliczane do typu II, stanowia synapsy hamujace. W tym
kontekscie uznac nalezy, iz czynnoSciowe zroznicowanie synaps w sektorze
CA, rogu Amona nie jest zwiazane z odmiennosciami histochemicznymi
obrazu aktywnosci AC. Porownanie obrazow uzyskanych w naszych bada-
niach przy zastosowaniu wszystkich stymulatorow aktywnosci enzymu, ze
spostrzezeniami Rechardt i Hirkonena (1977) oraz Panula i Rechardt (1979)
moze wskazywac, iz aktywnos¢ AC w mozgu chomika mongolskiego jest
ogolnie stabsza niz w osrodkowym ukladzie nerwowym szczurow. Podobne
roznice migdzygatunkowe stwierdzono juz uprzednio, wykazujac wyzsza
aktywno$¢ enzymu w sieci naczyniowej mozgu szczura niz myszy (Vorbrodt
1 wsp. 1984). Nie mozna wykluczy¢, ze roznice te wskazuja na gatunkowa
sSWoisto$¢ enzymu.

Wykazana w naszych badaniach dopamino-, noradrenalino- i forskolinoza-
lezna AC zwiazana byla przede wszystkim z blonami postsynaptycznymi,
a w mniejszym stopniu z blonami dendrytycznymi poza obszarami zespolen
synaptycznych. Zgodne jest to z wczesniejszymi spostrzezeniami innych auto-
row. Rechardt i Hervonen (1986) wykazali, ze AC zwiazana z neurotransmisja
zlokalizowana jest postsynaptycznie. Greengard i wsp. (1972) stwierdzili, ze
aktywnos¢ AC wystepuje w synapsach zawierajacych receptory dopaminowe
(w jadrze ogoniastym) i noradrenalinowe (w korze mozgu).

Mniej jednoznaczna, a interpretacyjnie trudniejsza jest sprawa presyna-
ptycznej lokalizacji aktywnosci AC, spostrzeganej przez nas przy stymulacji
enzymu zaro6wno dopamina, jak i forskolina. Analiza wlasnego materialu
wskazuje, ze wystepowata ona glownie wowczas, gdy dla uwidocznienia
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koncowego produktu reakcji enzymatycznej stosowano jony strontu. Szereg
autorow, w tym Lemay i Jarett (1975) oraz Schultze i wsp. (1977), kwe-
stionowato zasadnos$¢ uzywania soli olowiu oraz strontu w histochemii AC ze
wzgledu na ich hamujace oddziatywanie na aktywnos$¢ enzymu oraz mozliwo$¢
zwigzanej z tym jej nieswoistej lokalizacji. Wigkszos¢ autoréow prowadzacych
histochemiczne badania nad aktywnoscia AC w osrodkowym ukladzie ner-
wowym przy zastosowaniu soli strontu (Schultze i wsp. 1977; Vorbrodt 1977;
Cutler 1983), strontu i kobaltu (Rechardt, Harkénen 1977; Szumanska 1 wsp.
1984; Vorbrodt i wsp. 1984) lub cezu (Rechardt, Hervonen 1985, 1986) zgadza
si¢, iz nie ma uniwersalnej jednej metody dla ujawnienia bardzo obfitej
zawartosci enzymu w tkance nerwowej. Niezbedne jest dla celow porownaw-
czych rownolegle stosowanie kilku metod. Rechardt i Hervonen (1986)
przypuszczaja, iz presynaptyczna lokalizacja aktywnosci AC stwierdzana przez
nich przy stymulacji enzymu przez toksyne¢ cholery mogta by¢ uwarunkowana
zjawiskiem ,feedback” receptorow neurotransmiterowych, badz tez czynnos-
ciowo modulowana przez kompleksy synaptyczne, zawierajace zespolenia
akso-aksonalne. Nie mozna wykluczy¢ takiej mozliwosci i w naszym materiale.

Na odrgbna uwage zastuguje stosunkowo duzy odsetek nieaktywnych
synaps, spostrzeganych w naszym materiale. By¢ moze jest to zjawisko
zwiazane z ich stanem czynnosciowym. Nie mozna jednakze wykluczy¢
hamujacego wplywu soli metali cigzkich stosowanych w preparatyce hi-
stochemiczne;.

Podstawowa aktywnos$¢ (basal activity) AC w naszym materiale zwiazana
byla wyltacznie z wypustkami dendrytycznymi i nie wystgpowata w miejscach
stykow synaptycznych. Podobnie Panula i Rechardt (1979) wykazali, iz w neo-
striatum szczurow niestymulowana aktywnos¢ AC wystepowata w dendrytach
bez zwiazku z zakonczeniami synaptycznymi.

Czynnikiem obnizajacym w sposob istotny jako$¢ obrazow morfologicz-
nych w przedstawionym przez nas materiale bylo stosowanie perfuzji roz-
tworem K —R — G, majacej na celu wyplukanie krwi z tozyska naczyniowego
mozgu. Wykonywanie tego zabiegu, zalecanego przez Rechardt (1988) uwarun-
kowane jest tym, iz wysoka aktywno$¢ endogennej peroksydazy zawartej
w morfotycznych elementach krwi silnie hamuje aktywnos$¢ synaptycznej AC.
Ograniczenie zastosowania katalazy (wybiorczego inhibitora endogennej per-
oksydazy) zastapiono perfuzja ukladu naczyniowego, traktowana jako sui
generis kontrola swoistosci odczynu histochemicznego. Poréwnanie obrazow
uzyskiwanych z materialu zwierzat perfundowanych i dekapitowanych, nie
wykazywalo jednakze uchwytnych réznic w intensywnosci i rozmieszczeniu
reakcji.

Pomimo przedstawionych powyzej ograniczen metodycznych i interp-
retacyjnych wydaje si¢, iz badanie aktywnosci AC w odcinku CA, zakretu
hipokampa w warunkach niedokrwienia, bedzie moglo stanowi¢ istotny
element w ocenie mechanizmow patogenetycznych wybiorczego uszkodzenia
komorek nerwowych w tej strukturze mozgu.
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ULTRASTRUCTURAL STUDIES ON ADENYLATE CYCLASE (AC) ACTIVITY
IN THE CA, SECTOR OF AMMON’S HORN IN MONGOLIAN GERBIL

Summary

Adenylate cyclase activity, stimulated by dopamine, norepinephrine and forscolin, was

demonstrated histochemically in electron microscopy of the CA; sector of Ammon’s horn in
Mongolian gerbil. Cobalt and stront were used as precipitating agents. The reaction product
located in the synapses was mostly associated with the postsynaptic membranes. It was also
present in the plasma membrane of some nerve fibers. There were no differences in the enzyme
activity in particular layers of Ammon’s horn as well as between symmetric and asymmetric types
of synapses. The intensity of the reaction product depended mostly on the stimulator used.
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There has been increased interest in the role of arachidonic acid metabolites
in cerebral ischemia. Since prostaglandins (PG’s), thromboxanes (Tx’s) and
leukotrienes are not stored in mammalian tissues, the rate-limiting step for
their synthesis is the release of arachidonic acid from membrane phospholipids
through the activation of phospholipase A, (Wolfe 1982). The recent results
indicate that arachidonic acid is predominantly liberated from inositol-con-
taining phospholipids by phospholipase C, and by the diglyceride lipase and
monoglyceride lipase system rather than from phosphatidylcholine or phos-
phatidylethanolamine by phospholipase A, during the early period of ischemia
(Abe et al. 1987). Cerebral ischemia in gerbils produces increased brain content
of free arachidonate (Rehncrona et al. 1982; Abe et al. 1987), but only small
changes occur in the level of brain PG’s because depletion of tissue oxygen
limits arachidonic acid conversion to PG endoperoxides by cyclo-oxygenase,
a step requiring molecular oxygen (Lands 1979; Gaudet et al. 1980). In the
postischemic period during reperfusion a large accumulation of arachidonic
acid metabolites in the brain was observed (Gaudet, Levine 1979; Gaudet et al.
1980; Kempski et al. 1987; Minamisawa et al. 1988). Re-establishment of
cerebral blood flow (CBF) restores tissue oxygen and permits the conversion of
arachidonic acid to PG’s and leukotrienes. Some of these products are
deleterious for recovery from cerebral ischemia by alteration of CBF, vascular
permeability and modulation of excitatory or inhibitory transmitter effects
(Pickard, Walker 1984). The use of cyclo-oxygenase inhibitor indomethacin
(Mossakowski, Gadamski 1987) and PGI, (Pluta 1986; Mossakowski, Gadam-
ski 1987) have been shown to have protective effect on gerbil CA, hippocampal
histologic damage and recovery of bioelectric activity after complete brain
ischemia in rabbit. Treatment of cerebral ischemia with calcium channel
blockers in rats and patients has been shown to have more diverse results
(Grotta et al. 1988; Vinge et al. 1988).

The aim of the present study was to examine the effect of clinical death and
recovery after resuscitation on the levels of PGD,, PGF,, and TxB, in the rat
brain and plasma.

http://rcin.org.pl



520 A. Kapuscinski, W. Hilgier
MATERIAL AND METHODS

To avoid cyrcadian rhythm on PG’s level especially PGF,, (Granstrom
1978) we used adult male Wistar rats weighing 170—180 g. Under ether
anesthesia a 5 min clinical death was induced by intrathoracic compression of
the cardiac vessels bundle at the base of the heart with hook-like device
without major surgery (Korpachev et al. 1982). Cardio-pulmonary resus-
citation was performed by external cardiac massage and artificial ventilation.
Arrest of circulation and recovery from clinical death was confirmed previously
by means of physiological methods including ECG, EEG and CBF (Korpachev
et al. 1982; Kapuscinski 1987). Morphological abnormalities in the brain after
10 and 15 min clinical death with different survival periods — up to 6 months
using this experimental model have been also described (Mossakowski et al.
1986; Zelman, Mossakowski 1988).

Animals were sacrificed in groups of four at the end of ischemia and 5, 15,
30 and 60 min after resuscitation. Four rats served as a control group in which
under ether anesthesia the sham-operation was performed.

Preparation of plasma samples was according to McCalden et al. (1984).
Briefly, blood was drawn from the right ventricle into polyethylene tubes
coated with EDTA (275 mg/50 ml) and acetylsalicilic acid (10 mg/50 ml),
plasma separated by centrifugation in 4°C (5000 g, 5 min) and immediately
frozen in liquid nitrogen. After all experiments had been performed the plasma
samples were thawed and extracted twice into acidified diethyl anhydrous
ether. The organic solvent was evaporated under stream of nitrogen and the
residue dissolved in 0.05 M Tris buffer (pH 7.4) containing 0.1% gelatin.
Samples were stored in —20°C until analysed.

Preparation of brain samples was according to Gaudet and Levine (1979)
with our modification. Briefly, the brains including the brain stem were
removed in less than 30 sec and frozen in liquid nitrogen. Each brain was
weighted and then homogenized in 4 ml of cold 100% ethanol using a Teflon
homogenizer (the tissue was not permitted to thaw before homogenization).
The samples were centrifuged (10,000 g, 4°C, 10 min) and the supernatant dried
under a nitrogen stream. After reconstitution to 2 ml of Tris buffer (0.05 M, pH
7.4) and acidification IN HCL to pH 3.1, each sample was extracted twice with
anhydrous ether. The organic phase was separated, dried under nitrogen and
redissolved in 2 ml Tris buffer (pH 7.4), containing 0.1% gelatin. The sample
were stored at —20°C.

The sensitive and specific *H kits were used for radioimmunoassay (RIA) of
PGD,, PGF,, and TxB, (Amersham). RIA of three eicosanoids was performed
in the same tissue samples with the sensitivity over the range 3 —300 pg/tube.
Labelled standard of each compound (about 1500 cpm) was added to plasma
samples before extraction and to the brain homogenates to calculate recovery
which was consistently between 45 and 75%. The RIA was performed
according to Amerham’s assay system protocols for each compound. The
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crossreactivity of the systems were the following: PGD, 100%, PGJ, 7%, other
compounds below 1%; PGF,, 100%, PGD, 2.74%, 6-Keto-PGF,, 1.5%,
other compounds below 1%; TxB, 100%, PGD, 1.2%, other compounds
below 1%. All samples were assayed in duplicate with appropriate standard
curves for reference. Sample extracts, antisera, and radiolabelled tracers were
incubated overnight at 4°C, at which time bound and free radiolabel were
separated by use of dextran coated charcoal. Radioactivity was counted in
duplicate samples in an Isocap-300 liquid scintillation system (Nuclear
Chicago) with 10 ml of scintillator. All chemical reagents were of special or
chromatographic grade. The water was deionized and double destilled in glass.
Results were expressed as mean +S.D. and were analysed by Student’s t test
for correlated means.

RESULTS

Levels of eicosanoids in rat brain and plasma in control groups, at the end
of 5 min clinical death and after resuscitation are presented in the Table 1.

The eicosanoids content in brain of the control groups — sham operated
animals under ether anaesthesia — was the following: PGD, 2.56 +0.92 ng/g of
wet weight, PGF,, 100.74+6.08 ng/g and TxB, 12.49+1.90 ng/g, and in
plasma 2.22+0.18 ng/ml, 6.62+1.34 ng/ml and 8.19+0.58 ng/ml, respectively.

At the end of clinical death period, concentration of PGF,, and TxB, in
brain didn’t differ significantly from the control, whereas PGD, concentration
increased. In the early reperfusion period — 5 and 15 min after resuscitation
significant large accumulation of three eicosanoids was observed reaching 100,
2.8 and 15-fold the control level for PGD,, PGF,, and TxB,, respectively. In
the later period after resuscitation — at 30 and 60 min the concentration of
three eicosanoids decreased being at 60 min significantly below the control
level for PGF,, but for PGD, and TxB, it was still significantly above the
control.

Changes in the eicosanoids content in plasma were more manifold. At the
end of clinical death period the content of three compounds didn’t differ
significantly from the control. Five minutes after resuscitation the content of
PGD, and PGF,, significantly decreased (12-fold and 2-fold, respectively),
however, TxB, level significantly increased (3-fold). During the later period
after resuscitation tendency towards normalization was more diverse — PGD,
content was increasing slowly and still didn’t reach the control level at 60 min,
whereas PGF,, content normalized quickly at 15 min and was not significantly
different from control up to 60 min. TxB, concentration in plasma was
decreasing slowly reaching the control level at 60 min after resuscitation.

DISCUSSION

The normal levels of eicosanoids in brain and plasma differ significantly in
individual papers depending on applied methods. The main reason is
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Table 1. Eicosanoids in rat brain and plasma after resuscitation from clinical death. Each value represents the mean +S.D. of 8 samples from 4 animals.

Tabela 1. Eikosanoidy w mozgu i osoczu szczura po resuscytacji ze stanu $mierci klinicznej. Kazda wartos¢ przedstawia srednia +S.D. z 8 probek

Significant from control * p < 0.05; ** p <0.001; a = ng/g of wet brain; b = ng/ml of plasma

z 4 zwierzat. Znamienne w porownaniu z kontrola * p < 0.05; ** p < 0.001; a = ng/g mokrego mozgu; b = ng/ml osocza
p

Control End of clin. death Period after resuscitation
Kontrola Koniec $mierci Okres po resuscytacji
klinicznej 5 min 15 min 30 min 60 min
Brain 2.564+0.92* 27.20+ 1.98** 254.89 4+ 25.80** 234.05+41.85%* 12507+ 29.52** 2523+ 6:18**
Mozg
PGD,
Plasma 2.22+0.18° 2.10+0.61 0.184+0.10%* 0.3440.13** 0.42+0.14** 1.20+0.70*
Osocze
Brain 100.74 4+ 6.08 97.84+13.26 282.45+45.14** 223.274:25.64%* 169.15+35.11%* 71.60 + 13.60*
Mozg
18 P
Plasma 6.62+1.34 445+1.69 3363 1:05%F 8.85+5.64 6.12+1.10 5.46+1.89
Osocze
Brain 1249+1.90 11.17+1.10 192.00427.38** 194.36 4 29.28** 00.535-17:33%* 37274 6253%%
Mozg
TxB,
Plasma 8.1940.58 9.02+1.11 24.10 4 5.55** 15.40+5.01** 16.92 +4.78** 1445+8.73
Osocze
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intensive postmortem synthesis (Kempski et al. 1987) and known interference
of non-estrified fatty acids with prostanoid assays. The content of PGD, in the
normal rat brain can serve as an example. This eicosanoid was recognized as
a major PG in homogenates from the rat brain by means of gas-chromatogra-
phy — mass spectrometry (Abdel-Halim et al. 1977), however, with a so-
lid-phase enzyme immunoassay the normal level appeared to be low (Hiro-
shima et al. 1986). Although postmortem synthesis was carefully avoided by
immediate freezing or microwave irradiation, the normal values of PGD), in rat
brain ranged from 110 pg to 4.4 ng/g of tissue (Narumiya et al. 1982;
Hiroshima et al. 1986; Kempski et al. 1987). The same problem exists with
normal values of other eicosanoids in brain and plasma reported by different
authors (Granstrom, Samuelsson 1978; Bales et al. 1986; Kempski et al. 1987;
Minamisawa et al. 1988; Vinge et al. 1988). '

In our experiments we didn’t kill the animals by means of microwave
irradiation which also immediately inactivates metabolic processes. The brain
and plasma samples were frozen as quickly as possible followed by conven-
tional extraction procedures. Nevertheless postmortem synthesis couldn’t be
avoided what is confirmed by high base-line values and by an increase of
PGD, level in brain at the end of clinical death. The elevation of three
eicosanoids content in brain during the early reperfusion period is in line with
observations of other authors on gerbils (Gaudet, Levine 1979; Gaudet et al.
1980; Kempski et al. 1987) and spontaneously hypertensive rats (Minamisawa
et al. 1988). Our results differ from data reported by other authors e.g. Gaudet
and Levine (1979) observed approximately 50-fold increase of PGF,, in brain
during reperfusion after 5 min bilateral carotid occlusion in gerbils with PGE,
levels increased 3-5-fold. We observed 2.8 fold increase of PGF, in brain and
100-fold increase of PGD,. The recent data reported by Minamisawa et al.
(1988) showed 11-fold increase of TxB, in brain in 5th min reperfusion from
2 hrs bilateral carotid occlusion in spontaneously hypertensive rats. We
observed 15-fold increase of TxB, in brain 5 min after resuscitation. The
quantitative differences in individual eicosanoids content during reperfusion
from brain ischemia are related to the species and the experimental model
applied e.g. in spontaneously hypertensive rats bilateral carotid occlusion
produces decrease of CBF to the level ranged from 0 to 40% of control
(Minamisawa et al. 1988), whereas in clinical death model cerebral ischemia is
complete and there is a stop-flow of cerebral circulation (Kapuscinski 1987).

Analysing the changes of eicosanoids in brain and plasma one should keep
in mind their quick metabolism. PGD, and TxB, are the final metabolites,
whereas the PGF,, is metabolized to 15-keto-13,14-dihydro-PGF,,. The
reversible elevation of eicosanoids in the brain after ischemic episodes is in
agreement with the results of other authors (Gaudet, Levine 1979; Minamisawa
et al. 1988) and depends on the period of ischemia (Gaudet et al. 1980). The
striking observation of the present study was accumulation of PG’s and Tx in
the brain during arterial hyperemia but not decreased perfusion. CBF
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evaluated in the same experimental model by means of Xe-133 clearance
technique was increased (Kapuscinski 1987) and changed approximately
parallel to the alteration in eicosanoids content. The deleterious effect of above
eicosanoids on CBF including vasospasm and platelet aggregation is a theo-
retical background for treatment of ischemic stroke (Gaudet, Levine 1979;
Gryglewski et al. 1982; Pluta 1986; Mossakowski, Gadamski 1987). The return
of eicosanoids levels towards normal values with prolonged reperfusion is
probably due to vascular washout, together with diffusion into cerebro-spinal
fluid.

Alterations in eicosanoids content in plasma are more difficult to explain.
Lack of significant changes at the end of clinical death period confirm depletion
of tissue oxygen, a substrate necessary for the cyclo-oxygenation of arachidonic
acid. The short-lasting drop of PGF,, and profound decrease of PGD, content
with slow reversibility may reflect differences in their metabolism in peripheral
circulation in the postischemic period. The reversible increase of TxB, content
may be explained by release of TxA, (as reflected by TxB, production) from
adheved and aggregated platelets on the endothelial cells of the peripheral
vessels damages by ischemia during clinical death as a result of accumulation
of arachidonic acid.

The results of this study demonstrate that resuscitation from clinical death
in rats produces reversible accumulation of eicosanoids in brain and changes in
their content in peripheral plasma which are eicosanoid- and time-specific.

EIKOSANOIDY W MOZGU I OSOCZU SZCZURA PO RESUSCYTACII
ZE STANU SMIERCI KLINICZNE]

Streszczenie

Przy uzyciu metody radioimmunologicznej oceniono zmiany stezenia prostaglandyn D,,
F,, i tromboksanu B, w moézgu i w osoczu szczura podczas $mierci klinicznej i po resuscytacji. We
wczesnym okresie po niedokrwieniu stwierdzono znaczny odwracalny wzrost zawartosci tych
zwigzkow w mozgu w okresie zwigkszonego mozgowego przeptywu krwi oraz zmiany ich poziomu
w osoczu zalezne od rodzaju zwiazku i czasu badania.
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MORFOLOGICZNE WYKEADNIKI ZMIAN W OSRODKOWYM
UKLADZIE NERWOWYM W SINICZYCH 1 BEZSINICZYCH
WADACH WRODZONYCH SERCA W WIEKU ROZWOJOWYM.
STAN KOMOREK NERWOWYCH 1 ICH WYPUSTEK
OCENIONY METODAMI BARWNYMI, IMPREGNACYJNYMI
I W MIKROSKOPIE ELEKTRONOWYM *

CZESC 1. ROZWOJ DENDRYTOW NA PODSTAWIE BADAN METODA GOLGIEGO

Samodzielna Pracownia Neuropatologii Instytutu Neurologii i Zaklad Patologii Instytutu
Pediatrii Akademii Medycznej, Krakow

Ocena morfologiczna neuronéw w roéznych schorzeniach osrodkowego
ukladu nerwowego jest trudna. poniewaz zmiany, jakie moga w nich wy-
stepowac nie zawsze dadza si¢ wykaza¢ z powodu ograniczen metodycznych.
Poszukiwanie metod, ktore pozwolilyby na ujawnienie dotychczas nie do-
strzeganych zmian doprowadzilo do ponownego zainteresowania si¢ metoda
Golgiego w roznych jej modyfikacjach, przy niezmiennym wykorzystaniu jej
wlasciwosci impregnacyjnych. Fdbregues i Feerer (1983) dzigki zastosowaniu
impregnacji sposobem Golgiego, mogli wykaza¢ zmiany strukturalne w komor-
kach nerwowych w korze mézgowej chorych z zespolem Downa, Huttenlocher
(1974) za$ uwidocznitl zmiany w drzewie dendrytycznym w korze mozgowej
dzieci z uposledzeniem umystowym. Purpura (1974) stosujac impregnacje
wedlug Golgiego wykazal u dzieci z opoOznieniem rozwojowym dysgenezje
kolcow dendrytycznych. Dalsze badania nad rozwojem drzewa dendrytycz-
nego i synaps (Hammerschlag 1983) na poziomie molekularnym, pozwolity
na dos¢ dokladne okreslenie roli, jaka odgrywaja w prawidlowym rozwoju
komorek nerwowych siateczka srodplazmatyczna i aparat Golgiego. Macha-
do-Salas (1984) potwierdzit w chorobie Bournevilla wyniki badan przeprowa-
dzonych na prawidlowej tkance i uzyskal nowe dowody na zalezno$¢ migdzy
prawidlowa czynnoscia siateczki srodplazmatycznej i aparatu Golgiego a roz-
wojem dendrytow.

* Praca wykonana w ramach programu CPBP — temat 06-02,11.4.2
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Sposob impregnacji tkanki nerwowej wedlug Golgiego wykorzystano juz
wcezesniej. W 1964 r. Schadé i Meeters postuzyli si¢ impregnacja w ujawnianiu
sylwetek komorek nerwowych i ich wypustek w haku zakretu hipokampa,
a w kolejnej pracy (Schadé i wsp. 1964) — w ilosciowej analizie parametrow
neuronalnych w dojrzewajacej korze. Purpura i wsp. (1964) przeprowadzili
badania poréwnawcze nad ontogeneza strukturalno-czynnosciowa kory moz-
gu i mozdzku, uzywajac rowniez metody Golgiego, ktorej mozliwosci zostaly
w tej pracy w pelni wykorzystane.

Z badan Schadé i wsp. (1964) wynika, ze intensywny wzrost drzewa
dendrytycznego, ktory polega na rozroscie i tworzeniu rozgalezien, odbywa sie
w pierwszych miesiacach rozwoju ontogenetycznego i osiaga szczyt miedzy 12
a 14 miesigcem zycia. W nastepnych miesiagcach gestos¢ odgalezien na
jednostke powierzchni kory nie zmienia si¢ w istotny sposob. Okres intensyw-
nego rozwoju dendrytow, jako morfologicznego wyktadnika rozwoju umys-
towego dziecka zamyka si¢ w granicach jednego roku. W przewlektych stanach
chorobowych, do ktorych zaliczany jest rowniez zespot adaptacyjny w wrodzo-
nych wadach serca, dochodzi do uszkodzenia neuronéw w nastgpstwie hipoksji
i zwigzanych z nia zaburzen metabolicznych. Uszkodzenia neuronéw moga by¢
niewidoczne w preparatach barwionych rutynowymi metodami, natomiast
staja si¢ dostepne obserwacjom po zastosowaniu innych metod badawczych.
Majac powyzsze na uwadze, przeprowadzilismy badania metoda Golgiego
w modyfikacji Coxa i Kopscha, faczac je z ilosciowa analiza rozwoju drzewa
dendrytycznego.

MATERIAL 1 METODY

Badania przeprowadzono na 18 mézgach dzieci w wieku 6, 12 i 24 miesiecy.
Ogolna charakterystyke zbioru przypadkéw podano w tabeli 1. Skrawki do
badania (ryc. 1) pobierano z okolicy czolowej — zakret czolowy gorny, pole 6,
z okolicy ciemieniowej — placik ciemieniowy gorny, pole 7, z plata potylicz-
nego — zakrety potyliczne gorne, pole 18 oraz plata skroniowego — zakret
skroniowy srodkowy, pole 22. Oznaczenia pol na powierzchni kory mozgowej
przyjeto za Brodmannem (1909).

Skrawki nie wigksze niz 0,5 cm? utrwalano w formalinie wapniowej lub
mieszaninie chromianowo-rtgciowej, impregnowano wedlug metody Gol-
gi—Coxa lub Golgi—Kopscha, zatapiano w celoidynie i krojono na skrawki
o grubosci 40 i 70 pm, odwadniano w sposob typowy i zamykano w balsamie
kanadyjskim. Tak przygotowane preparaty ogladano w mikroskopie swietl-
nym. Kontrolne skrawki z tych samych okolic mézgu utrwalano w formalinie,
zatapiano w parafinie w typowy sposob, barwiono hematoksyling i eozyna,
fioletem krezylu sposobem Einarssona, tj. gallocjaning w atlunie chromowym
oraz wedlug Kliivera— Barrery.
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Ryc. 1. Miejsca pobierania materiatu: 1§ zakret czolowy gorny, 2) placik ciemieniowy gorny, 3)
zakrety potyliczne gorne, 4) zakret skroniowy srodkowy

Fig. 1. Sites of the cerebral cortex, from where samples were taken: 1) frontal superior gyrus, 2)
parietal superior lobule, 3) occipital superior gyri, 4) middle temporal gyrus

Badania morfometryczne

W badaniach morfometrycznych zastosowano metode opracowana przez
Schadé 1 Meetersa (1963), ktora przystosowano do opracowania wilasnego
materialu. Metoda oznaczona litera D, polega na obliczeniu punktow od-
galezienia dendrytow bezposrednio z ciala komorkowego; metoda oznaczona
litera D, polega ma obliczeniu punktoéw rozwidlen i rozgalezien dendrytow.
Metoda oznaczona litera D polega na obliczeniu miejsc przekroczenia przez
odgalezienia dendrytow siatki rastra (ryc 2). Liczenia miejsc odgalezien
dendrytow dokonano wylacznie w komorkach piramidowych IIT warstwy
kory, na 10 neuronach, przy czym w metodzie D, liczono miejsca prze-
kroczenia przez dendryty brzegu rastra, ktorego bok, po przeliczeniu powigk-
szenia wynosil 156 pm.

W pierwszym etapie analizy matematycznej obliczono $rednie arytmetyczne
wszystkich pomiaréw wykonanych metoda D,, D, i D,. Srednie arytmetyczne
tych pomiarow, na ktore sktadaja si¢ przecigtne wartosci liczbowe odnoszace
si¢ do jednego neuronu, przedstawiono w tabelach 2, 3 i 4. W tabeli 2 podano
zatem liczb¢ dendrytow odgaleziajacych si¢ bezposrednio od ciala komor-
kowego, w tabeli 3 — przecigtna liczbe rozgalezien drzewa dendrytycznego
i w tabeli 4 przecigtna liczbe punktow przecigcia brzegow rastra przez
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Tabela 1. Podstawowe dane kliniczno-anatomiczne przypadkow stanowiacych opracowywany

zbior
Table 1. Basal clinical-pathological data of the analysed cases

Nr S Wiek Ple¢ Rozpoznanie anatomopatologiczne
No e Age Sex Pathological diagnosis
Wady Sinicze
Cyanotic Malformations

£ 1.P.3620 6 m. .  Transpositio vasorum vera (d-loop, d-transpositio, situs solitus ).
Defectus partis membranacei septi interventricularis. Foramen
ovale apertum.

2 1.P.3613 6m. f Tetralogia Falloti. (Status post correctionem totalem et ligatu-
ram ductus arteriosus). )

3 ILP.3604 12m. m. Transpositio vasorum vera (d-loop, d-transpositio, situs solitus ).
Foramen ovale apertum. Defectus septi membranacei.

4. I.LP.3556 12m. f.  Tetralogia Falloti. (Status post correctionem totalem).

S ILP.3599 24 m. m. Aorta et arteria pulmonalis e ventriculo dextro. Defectus septi
membranacei. Foramen ovale apertum. Hypoplasia rami sinistri
arteriae pulmonalis. Hypertrophia et dilatatio ventriculi dextri

; cordis.
6. I.P.3589 24 m. m. Tetralogia Falloti. (Status post correctionem totalem ).
Wady Bezsinicze
Noncyanotic Malformations

a5 1.P.3601 6 m. m. Stenosis fere complete valvulae aortae. Hypoplasia cordis sinistri.
Foramen ovale apertum et ductus Botalli persistens.

8. 1.P.3566 6 m. m. Defectus septi interventricularis.

9. I.LP.3589 12m. [ Fibrosis endocardii maioris gradus. Hypertrophia et dilatatio
ventriculi sinistri. Cardiomyopathia hypertrophica.

10. I.LP.3556 12 m. m. Defectus interatrialis secundus et canalis atrioventricularis com-
pletus. Malformatio ventriculorum.

 § o) I.LP.3570 24 m. f  Coarctatio aortae. Defectus partis membranacei septi interven-
tricularis. Dilatatio cordis dextri.

12. I.LP.3626 24 m. m. Stenosis valvularis aortae. Hypoplasia cordis sinistri. Fibrosis
endocardii. Ductus Botalli persistens et foramen ovale apertum.
Hypertrophia ventriculi dextri.

Grupa Porownawcza (Kontrolna)
Comparative Group (Control)

13; LR.3577 6m. m. Craniostenosis.

14. 1.P.3561 6 m. m. Morbus Werdnig— Hoffman.

1 3 1.LP.3568 12 m. m. Syndrome Hallerman— Streiff. Ulcus pepticum acutus perforans.

16. I.LP3610 12m. m. Morbus Hirschsprung.

17. I.LP.3562 24 m. m. Neuroblastoma.

18. I.LP.3608 24 m. m. Contusio thoracis. Hemothorax. Fractura costarum. Broncho-
pneumonia.
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Ryc. 2. Schematy komorek nerwowych z odgalezieniami dendrytow z topografia liczonych miejsc
Fig. 2. Schematic presentation of nerve cells and their dendritic branchings with topography of
counted sites

poszczegdlne dendryty pochodzace z jednego neuronu. Kazda z tabel ma
odrebna kolumne dla kazdego rodzaju stanu klinicznego, dla kazdej lokalizacji
oraz dla 3 przedzialow wieku. W ten sposob zgrupowano srednie pomiarow
wedlug trzech kryteriow: 1) stanu klinicznego, 2) lokalizacji i 3) wieku.
Zgromadzone dane liczbowe opracowano metoda analizy wariancji wedtug
trzech wyzej wymienionych kryteriow.

Matematyczne opracowanie analizy wariancji wykonano przy uzyciu
sprzetu i oprogramowania udostgpnionego w Zakladzie Informatyki AM
w Krakowie, mgr J. Meus. Zbiorcze wyniki analizy wariancji przedstawiono
w tabelach 7, 8 1 9.

W tabeli 5 przedstawiono usrednione wyniki pomiaréw (Srednie aryt-
metyczne) wszystkich czterech badanych okolic mozgu w relacji do trzech
stanow klinicznych i1 przedzialow wieku. Ponadto w dolnym rzedzie tabeli
5 umieszczono S$rednie pomiaréow w poszczegolnych stanach klinicznych.
Dodatkowo wyniki te przedstawiono w postaci histogramow (ryc. 8). Tabela 6
zawiera usrednione wyniki pomiaréw w kazdym z przedzialow wieku, niezalez-
nie od stanu klinicznego. Tabele t¢ sporzadzono dla ogdlnego zobrazowania
tendencji rozwojowych poszukiwanych zaleznosci w badanych moézgach anali-
zowanych przez 4 metody pomiarowe.

WYNIKI

Wyimpregnowane komorki piramidowe z badanego zbioru ilustruja ryciny
3-7.

We wszystkich trzech metodach oceny drzewa dendrytycznego stwier-
dzono, ze w przypadkach z wadami siniczymi obserwuje si¢ mniejszy stopien
rozwoju dendrytow niz w pozostatych stanach klinicznych. Natomiast porow-
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Ryc. 3. Komoérka piramidowa IIT warstwy kory czolowej (pole 6). Dziecko 6-miesigczne z grupy
kontrolnej. Pojedyncze odgal¢zienia dendrytow i cienie wskazujace na odgalezienia od ciala
komoérkowego. Golgi —Cox. Pow. 220 x
Fig. 3. Pyramidal cell of the 3rd layer of frontal cortex (field No 6). Child 6/12, control group.
Single ramifications of the dendrite and shadows of some other dendrites branching off the cell
body. Golgi—Cox. x220

Ryc. 4. Komorka piramidowa III warstwy kory czotowej (pole 6). Dziecko 12-miesigczne z grupy
kontrolnej. Dendryty i ich wtorne odgalezienia. Golgi—Cox. Pow. 220 x

Fig. 4. Pyramidal cell of the 3rd layer of frontal cortex (field No 6). Child 12/12, control group.
Dendrites and their ramifications. Golgi—Cox. x 220
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Ryc. 5. Komorka piramidowa III warstwy kory czotowej (pole 6). Dziecko 12-miesieczne z wada
sinicza. Widoczne jedynie pojedyncze dendryty odchodzace od ciata komérkowego. Golgi —Cox.
Pow. 220 x
Fig. 5. Pyramidal cell of the 3rd layer of frontal cortex (field No 6). Child 12/12, cyanotic heart
defect. Only single dendrites branching off the cell body are visible. Golgi—Cox. x 220

5 \

Ryc. 6. Komorka piramidowa III warstwy kory czolowej (pole 6). Dziecko 6-miesi¢gczne z grupy

wad siniczych. Pojedyncze dendryty podstawne i nieliczne odgal¢zienia. Golgi —Cox. Pow. 220 x

Fig. 6. Pyramidal cell of the 3rd layer of frontal cortex (field No 6). Child 6/12, cyanotic heart
defect. Single basal dendrites with very scarce branches. Golgi—Cox. x 220
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Ryc. 7. Komoérka piramidowa 111 warstwy kory czolowej (pole 6). Dziecko 24-miesigczne z grupy
wad bezsiniczych. Dobrze rozwinigte drzewo dendrytyczne. Golgi—Cox. Pow. 220 x

Fig. 7. Pyramidal cell of the 3rd layer of frontal cortex (field No 6). Child 24/12, non-cyanotic heart
defect. Well developed dendritic tree. Golgi—Cox. x 220

nujac przypadki kontrolne z wadami bezsiniczymi mozna wysnu¢ wniosek, ze
stopien rozwoju dendrytow mierzony metoda D,, D, i D, jest zblizony, mozna
wiec uznal, ze zaburzenia w rozwoju drzewa dendrytycznego wystepujace
w wadach bezsiniczych nie wplywaja w zasadniczy sposob na jego uksztal-
towanie (tab. 2—4).

Tabele 5 i 6 zawieraja dane liczbowe, ktore umozliwiaja zorientowanie si¢
jak mierzone cechy zachowuja si¢ w zaleznosci od wieku zmartych dzieci.
Tabela 6 przedstawiajaca wyniki $rednie dla wszystkich grup klinicznych (N,
S i BS) jest pod tym wzgledem bardzo obrazowa. Szczegdlnie uderza fakt, ze
w grupie wad siniczych, w ktorej rozwdj drzewa dendrytycznego jest opoOz-
niony w stosunku do pozostatych grup, daje si¢ jednak zauwazy¢ staty wzrost
dendrytow w czasie, co wynika z poréwnania wartosci liczbowych przypadkow
w wieku 6, 12, i 24 miesigcy. Jest to szczegoélnie wyraznie widoczne przy
zastosowaniu metody D,, w ktorej liczono punkty rozgalezien dendrytow.

Celem zorientowania si¢, ktora z wartosci liczbowych jest znamienna
statystycznie, a zatem ktora z cech wyroznia si¢ istotnie w badanym zbiorze,
zastosowano analize wariancji zmiennych wedlug trzech kryteriow: stanu
klinicznego, lokalizacji i wieku dla kazdej z zastosowanych metod oceny
drzewa dendrytycznego. Schemat na rycinie 9 przedstawia ideogram analizy
wariancji. W schemacie wypisano rowniez kryptonimy czynnikOw zmiennosci,
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Tabela 2. Ocena drzewa dendrytycznego — wyniki obliczen metoda D-I

Table 2. Evaluation of dendritic tree — D-1 method

Okolica Wiek (miesiace)
Region " 3 o Age (months)
4,65 420 4,80 6
F 5,40 4,05 5,65 12
5,60 5,45 5,85 24
4,90 3.80 4,55 6
P 5,65 435 5,85 12
5,40 485 5,70 24
4,70 3,65 4,60 6
(0} 5,55 395 6,00 12
5,65 4,80 5,90 24
4,80 375 495 6
T 5,75 4,00 6,15 12
5,70 485 5,85 24

okolica czolowa

F — !
frontal region

P okolica ciemieniowa
parietal region

O okolica potyliczna
occipital region

T okolica skroniowa

temporal region

Tabela 3. Ocena drzewa dendrytycznego — wyniki obliczen metodg D-2

BS

grupa porownawcza (kontrolna)
comparative (control) group

grupa wad siniczych

group with cyanotic malformations

_ grupa wad bezsiniczych

group with noncyanotic malformations

Table 3. Evaluation of dendritic tree — D-2 method

Okolica Wiek (miesiace)
Region B s B Age (months)
5,10 4,10 5,45 6
F 6,60 5,70 6,20 12
12> 6,65 7,20 24
5,40 3,75 5,50 6
P 6,10 4,65 6,25 12
7,15 6,35 6,70 24
5,45 4,00 5,30 6
(0] 6,40 6,15 6,10 12
7,05 5,70 7,20 24
5,90 435 515 6
¥ i 5,80 5,80 6,80 12
7,15 6,40 7,00 24

Oznaczenia jak w tabeli 2
Designations as in Table 2
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Tabela 4. Ocena drzewa dendrytycznego — wyniki obliczen metoda D-3
Table 4. Evaluation od dendritic tree — D-3 method

Okolica Wiek (miesigce)
Region N ¢ " Age (months)
5,30 3,60 52 6
F 5,50 4,15 6,00 12
5,40 395 5,70 24
5,45 3,75 5,35 6
P 5,70 3;55 6,15 12
5,40 4,05 5,10 24
5,70 3,80 5,85 6
(0] 5,95 4,00 6,30 12
5,80 4,65 5,70 24
5,05 399 5,45 6
T 5,90 4,20 5,70 12
5,95 4,70 5,50 24

Oznaczenia jak w tabeli 2
Designations as in Table 2

&
|
+
==
3
e
R

A

Srednie wartosci pomiaréw

S BS N S B8 N S BS N S
D1 D D INDEKS N/G
2 3

Ryc. 8. Zbiorcze $rednie wyniki pomiarow miejsc drzewa dendrytycznego oraz indeks neuronal-
no-glejowy dla wszystkich grup wieku
Fig. 8. Summarizing results of the measurement of dendrites and neuron/glia index for all age
groups and localizations

ktorymi oznaczono cechy w tabelach, mianowicie te cechy, ktore sa przed-
miotem analizy wariancji. Czynnik A jest kryptonimem stanéw klinicznych,
przy czym kryptonimem A, oznaczono stan bez zmian patologicznych (grupa
kontrolna), A, stan z wadami siniczymi i A, stan z wadami bezsiniczymi.
Czynnik B jest kryptonimem czynnikow zmiennosci dla czterech réznych
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Tabela 5. Ogolne wyniki oceny stanu dendrytow — usrednione roznice lokalizacyjne
Table 5. General results of the evaluation of dendrites — averaged localization differences

Wiek D-1 D2 D-3
(miesiace)
Age
mostisy - Moo B CRVGE N 8 B
6 476 385 472 546 404 535 537 372 547
12 559 <4089 598 622 557 634 576 397604
24 559 499 - 382 IS 627 TR 5641 434550

Ogolem 531 430 549 628 529 624 559 401 567

Tabela 6. Stan dendrytow i indeksu N/G w poszczegélnych grupach wieku dla obu grup
chorobowych i grupy kontrolnej lacznie
Table 6. State of dendrites and N/G index in particular age groups both disease categories and
control group included

Grupa wieku

Age group Metoda
Method
6 m 12 m 24 m
444 5,20 5,47 D-1
495 6,04 6,81 D-2
485 5,26 5,16 D-3
1,27 1,31 1.23 IND. N/G

e ////mw o

L1 .gWH

Ryc. 9. Schemat analizy wariancji przeprowadzonej osobno dla wszystkich metod oceny drzewa
dendrytycznego i dla wspoélczynnika neuronalno-glejowego

Fig. 9. Diagram of the principles of variance analysis used for evaluation of the obtained data

6 — Neuropatologia Polska 4/89
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lokalizacji; kryptonim B, uzyto do oznaczenia okolicy czotowej, B, do okolicy
ciemieniowej, B, do okolicy potylicznej i B, do okolicy skroniowej. Czynnik
C jest kryptonimem czynnikow zmiennosci dla poszczegolnych przedziatow
wieku i wyrdznia trzy oznaczenia, C, dla 6 miesigcy, C, dla 12 miesigcy i C; dla
24 miesigcy.

Analiza wariancji stwarza mozliwos¢ stwierdzenia istotnych réznic migdzy
badanymi $rednimi, dla danego przedziatu ufnosci. Srednie byly nastepnie
badane testem rozstepu Duncana do oceny ich wzajemne;j relacji dla poziomu
istotnosci p > 0,05, co znalazlo wyraz w uzyskaniu danych $wiadczacych
o znamiennej roznicy miedzy badanymi parami $rednich. Analize¢ wariancji dla
kazdej z metod badania dendrytow przedstawiono w tabelach 7, 8 i 9.

Jak to jest widoczne w tabeli 7, w ktorej zawarto wyniki oceny dendrytow
metoda D,, stwierdzono wysoce znamienng roznicg migdzy poszczegolnymi
stanami klinicznymi (czynnik A), jak i dla przedzialow czasowych (czynnik C).
Test Duncana pozwolil wykaza¢ znamienne roéznice przy porownaniu kazdej
z par (poziomy A,, A, i A,). Najnizszy stan rozwoju drzewa dendrytycznego
stwierdzono w wadach siniczych (poziom A,) istotnie rézny od kontroli
(poziom A,) oraz od przypadkow z wadami bezsiniczymi (poziom A,). Nie
wykazano istotnych réznic pomiedzy poszczegolnymi okolicami mozgu (czyn-
nik B). Srednie warto$ci pomiardw nie roznily si¢ znamiennie. Ocena czynnika
C (wiek) wykazala znamienny statystycznie wzrost dendrytow w kazdym
przedziale czasu, przy czym najnizsze wartosci otrzymano dla najwczesniej-
szego przedzialu czasu, tj. 6 miesigcy (poziom C,).

Tabela 7. Ocena dendrytow metoda D-1 (liczba dendrytow odchodzacych bezposrednio od ciata
neuronu). Analiza statystyczna
Table 7. Evaluation of dendrites according to D-1 method (number of dendrites coming off the
central part the neuron). Statistical analysis

METODA D1
A — grupy schorzenia B — lokalizacja C — grupy wiekowe

WYNIKI TESTU ANALIZY WARIANCII

Zrodlo zmiennosci Wariancja sivt:))t‘::::.iey Staty;tyka Decyzja
Czynnik —A— 4.859 2 396.573 p < 0.001
Czynnik —B— 0.025 3 2.065 p > 0.05
Czynnik —C— 3.356 2 273.907 p < 0.001
Interakcja A xB 0.074 6 6.068 p < 0.01
Interakcja AxC 0.372 4 30.348 p < 0.001
Interakcja Bx C 0.051 6 4.176 p < 0.05
Blad eksperyment. 0.012 12
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CZYNNIK —A-—
Poziomy czynnika A | Sredn. arytm. | Odch. stand. Btad stand.
Poziom A 1 5313 0.405 0.117
Poziom A 2 4.308 0.535 0.155
Poziom A 3 5.487 0.560 0.162

A2 Al A3

WYNIKI NOWEGO WIELOKROTNEGO TESTU ROZSTEPU DUNCANA

CZYNNIK —B-—
Poziomy czynnika B | Sredn. arytm. | Odch. stand. Blad stand.
Poziom B 1 5.072 0.626 0.209
Poziom B 2 5.006 0.658 0.219
Poziom B 3 4978 0.799 0.266
Poziom B 4 5.089 0.793 0.264
CZYNNIK —-C-—
Poziomy czynnika C | Sredn. arytm. | Odch. stand. Blad stand.
Poziom C 1 4.446 0.452 0.151
Poziom C 2 5.196 0.810 0.270
Poziom C 3 5.467 0.393 0.131

WYNIKI NOWEGO WIELOKROTNEGO TESTU ROZSTEPU DUNCANA
€ C2 3

W tabeli 8 podano wyniki obliczen dla rozgalezien dendrytow (metoda D,),
z ktorych mozna wnosi¢, ze liczba tych rozgalgzien w przypadkach wad
siniczych (A,) jest znamiennie mniejsza niz w pozostalych stanach klinicznych.
Nie znaleziono znamiennej roznicy miedzy grupa kontrolna i grupa wad
bezsiniczych (A, i A;). Podobnie jak w tabeli 7 (metoda D,) nie stwierdzono
istotnych roznic w rozwoju rozgalezien dendrytow w poszczeg6élnych okolicach
mozgowia. Oznacza to, ze dendryty tworza rozgalezienia o podobnym zagesz-
czeniu we wszystkich okolicach mozgu. W przedzialach wieku roznice zna-
mienne statystycznie wykazano dla kazdej z porownywanych grup wieku. Na
tej podstawie mozna sadzi¢, ze w miar¢ rozwoju drzewo dendrytyczne
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Tabela 8. Ocena dendrytow metoda D-2. Liczba rozgalezien dendrytow. Analiza statystyczna
Table 8. Evaluation of dendrites according to D-2 method. Number of the secondary branchings of
dendrites. Statistical analysis

METODA D2
B — lokalizacja
WYNIKI TESTU ANALIZY WARIANCII

A — grupy schorzenia C — grupy wiekowe

Zrodlo zmiennosci Wariancja sivtc(:gg(ijey StatyFstyka Decyzja
Czynnik —A— 3.679 2 23.079 p < 0.001
Czynnik —B— 0.149 3 0.934 p > 0.05
Czynnik —C— 10.510 2 65.931 p < 0.001
Interakcja A x B 0.051 6 0.320 p > 0.05
Interakcja A xC 0.180 4 1.129 p > 0.05
Interakcja Bx C 0.086 6 0.542 p > 0.05
Blad eksperyment. 0.159 12

CZYNNIK —A-—
Poziomy czynnika A | Sredn. arytm. | Odch. stand. Biad stand.
Poziom A 1 6.279 0.732 0.211
Poziom A 2 5.300 1.012 0.292
Poziom A 3 6.237 0.719 0.208

WYNIKI NOWEGO WIELOKROTNEGO TESTU ROZSTEPU DUNCANA

A2

A3 Al

CZYNNIK —-B-—
Poziomy czynnika B | Sredn. arytm. | Odch. stand. Blad stand.
Poziom B 1 6.028 0.979 0.326
Poziom B 2 5.761 0.999 0.333
Poziom B 3 5.928 0917 0.306
Poziom B 4 6.039 0.859 0.286
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CZYNNIK —-C-—
Poziomy czynnika C | Sredn. arytm. | Odch. stand. Blad stand.
Poziom C 1 4954 0.678 0.226
Poziom C 2 6.046 0.522 0.174
Poziom C 3 6.817 0.454 0.151

WYNIKI NOWEGO WIELOKROTNEGO TESTU ROZSTEPU DUNCANA

it c2 3

Tabela 9. Analiza statystyczna oceny dendrytow metoda D-3. Liczba punktoéw przecigcia
dendrytow danego neuronu z brzegami pola rastra
Table 9. Evaluation of dendrites according to D-3 method. Number of the crossings of dendrites at
the margin of the mesh of the raster net. Statistical analysis

METODA D3
B — lokalizacja
WYNIKI TESTU ANALIZY WARIANCII

A — grupy schorzenia C — grupy wickowe

Zrodlo zmiennosci Wariancja s?;:::fy StatyFsty a Decyzja
Czynnik —A— 10.500 2 198.115 p < 0.001
Czynnik —B— 0.243 3 4.578 p < 0.05
Czynnik —C— 0.520 2 9.811 p <001
Interakcja A xB 0.045 6 0.846 p > 0.05
Interakcja A xC 0.210 4 3.960 p < 0.05
Interakcja Bx C 0.057 6 1.083 p > 0.05
Btad eksperyment. 0.053 12

CZYNNIK —-A-—
Poziomy czynnika A | Sredn. arytm. | Odch. stand. Blad stand.
Poziom A 1 5.592 0.274 0.079
Poziom A 2 4013 0.354 0.102
Poziom A 3 5.671 0.348 0.100

WYNIKI NOWEGO WIELOKROTNEGO TESTU ROZSTEPU DUNCANA

A2 Al A3
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CZYNNIK —B-
Poziomy czynnika B | Sredn. arytm. | Odch. stand. Blad stand.
Poziom B 1 4983 0.805 0.268
Poziom B 2 4.944 0.872 0.291
Poziom B 3 5.306 0.860 0.287
Poziom B 4 5.133 0.730 0.243

WYNIKI NOWEGO WIELOKROTNEGO TESTU ROZSTEPU DUNCANA

B2 B 1 B 4 B3

CZYNNIK —C-
Poziomy czynnika C | Sredn. arytm. | Odch. stand. Blad stand.
Poziom C 1 4.858 0.826 0.275
Poziom C 2 5.258 0.941 0.314
Poziom C 3 5.158 0.647 0.216

WYNIKI NOWEGO WIELOKROTNEGO TESTU ROZSTEPU DUNCANA
£ =3 .2

wzbogaca si¢ 0 nowe rozgalezienia, zwigkszajac powierzchni¢ stykowa dla
potaczen synaptyczrych.

W tabeli 9 przedstawiono wyniki obliczen metoda D5, w ktorej oceniono
rozprzestrzenienie si¢ drzewa dendrytycznego. Wykazano znamienne roznice
migdzy wadami siniczymi a grupa kontrolna i grupa wad bezsiniczych. W ten
sposob dowiedziono, ze wzrost drzewa dendrytycznego u chorych z wadami
siniczymi byl uposledzony, w moézgach zas bez zmian patologicznych i moz-
gach dzieci z wadami bezsiniczymi rozrost drzewa dendrytycznego przebiegal
prawidiowo.

Analiza czynnika C (wiek) wydaje si¢ wskazywac, ze od 12 miesigca zycia
ekspansja przestrzenna dendrytow jest bardzo wolna, lub tez, ze ekspansja ta
konczy si¢ w okolicy tego przedziatu czasu. Nie stwierdzono bowiem znamien-
nej roznicy miedzy poziomem C, i C,, tzn. miedzy 12 i 24 miesiacem zycia. Co
jest jednak niezwykle, to wykazanie niewielkich roznic (dla p < 0,05) pomiedzy
okolicami mozgu. Okolica potyliczna (czynnik B;) rozni si¢ istotnie od
pozostalych. Wyliczono dla tej okolicy najwigksza liczbg przecig¢ dendrytow
z brzegiem rastra, co przemawia za silniejszym wzrostem drzewa dendrytycz-
nego w tej okolicy moézgu w poréwnaniu z innymi, ktore badano.
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OMOWIENIE

Wyniki przeprowadzonych obserwacji wydaja si¢ jednoznacznie potwier-
dza¢ przydatnos¢ metody Golgiego w pewnych jej modyfikacjach do badan
nad neuronami w mozgach ludzkich ze zmianami chorobowymi w wieku
rozwojowym. Okazuje si¢, ze w tych stanach chorobowych, w ktorych
rutynowymi metodami histologicznymi nie stwierdza si¢ prawie zadnych lub
tylko nieznaczne uszkodzenia komorek nerwowych, przy uzyciu metod im-
pregnacyjnych mozna wykazac¢ zaburzenia rozwoju i zmiany w strukturze
neuronow. W metodach barwnych liczebnos$¢ komorek na jednostke powierz-
chni prawie nie wykazuje zmian, co potwierdzaja rowniez nasze badania
indeksu neuronalno-glejowego. Patologia moze natomiast dotyczy¢ elementow
strukturalnych, ktorych uwidocznienie jest mozliwe tylko przy zastosowaniu
metod impregnacyjnych. Wedlug Schadé i wsp. (1964) przyrost masy mozgowia
w rozwoju ontogenetycznym dokonuje si¢ przez wzrost dendrytow i mieliniza-
cje wlokien osiowych. Towarzyszy temu zjawisko wzglednego rozrzedzenia
komoérek nerwowych w korze, wyrazajace si¢ mniejsza liczba neurondéw na
jednostke powierzchni. Mozna wigc przyjac, ze rozwijajace si¢ dendryty sa
szczegblnie wrazliwe na dziatanie czynnikow szkodliwych. U dzieci z wrodzo-
nymi wadami serca o typie wad siniczych, jesli przezywaja po urodzeniu
odpowiednio dtugo, rozwijaja si¢ wedtug Erbsloh (1958) zespoly adaptacyjne,
dzigki ktorym niedostatek czynnikow warunkujacych prawidlowy wzrost
i rozwoj wyrownywany jest przez inne czynniki, ktére umozliwiaja tkance
nerwowej przezycie w tych bardzo niekorzystnych warunkach. Do najbardziej
efektywnych elementow poprawiajacych przezycie chorych dzieci z wrodzony-
mi wadami serca nalezy kompensacyjny wzrost sieci naczyn krwionosnych
(Katuza i wsp. 1988), ktory zwigeksza powierzchnig¢ naczyn w stosunku do masy
mozgowia. Uruchomienie czynnikow wyrownujacych niedostatki utlenowania
tkanki nerwowej nie jest jednak w stanie zapobiec ujemnemu oddziatywaniu
niedoboru tlenu na rozwo;j strukturalny i czynnosciowy ukladu nerwowego.

Na podstawie badan Takashima i wsp. (1985) dotyczacych zespotlu naglej
$mierci niemowlat, u ktorych stwierdzono opdznienie rozwoju lub anomalie
synaps neuronow pnia mozgowego oraz Purpury i wsp. (1980), ktorzy u dzieci
z opOznieniem rozwoju wykryli zaburzenia w uktadach aksodendrytycznych,
mozna przyjac, ze prawidlowy rozwoj wypustek neuronow i ich zakonczen ma
zasadnicze znaczenie dla zachowania prawidlowej czynnosci osrodkowego
uktadu nerwowego. Zdaniem wyzej wymienionych autoréw zaburzenia te sa
przyczyna zachwiania rownowagi mi¢gdzy pobudzeniem i hamowaniem w od-
powiednich grupach neuronow, w wyniku czego moze dojs¢ albo do nadmier-
nego pobudzenia i padaczki, albo przeciwnie, do apatii i spowolnienia
umystowego i ruchowego. Zdaniem Hammerschlaga (1983) rozwoj i prawid-
towa czynnos¢ siateczki $rodplazmatycznej i aparatu Golgiego warunkuje
wzrost drzewa dendrytycznego, ktore jest niezbedne do prawidlowej czynnosci
mozgu. Schultze (1988) uwaza, ze hipoksja, czynniki toksyczne, jak rowniez
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substancje spichrzane w chorobach uwarunkowanych genetycznie (Adachi,
Volk 1975), wplywaja na rozwoj siateczki srodplazmatycznej i doprowadzaja
do jej uszkodzenia i zniszczenia. Jak wynika z dotychczas przeprowadzonych
badan miedzy zachowaniem struktury i czynnosci siateczki srodplazmatycznej
i aparatu Golgiego a rozwojem dendrytow zachodzi bezposredni zwiazek.
Nasze badania przyczyniaja si¢ do potwierdzenia istnienia takiego zwiazku.
W grupie wad siniczych wykazaliSmy zaré6wno opoéznienie rozwoju drzewa
dendrytycznego, jak i zaburzenia strukturalne w rozgalezieniach dendrytow.
Badania metoda D, (liczba odgalezien od ciala komorkowego) wykazaly
statystycznie znamienne zmniejszenie si¢ odgalezien w grupie wad siniczych.
Podobne wyniki otrzymano dla metody D, okreslajacej liczbe rozgalezien
dendrytow, jak i dla metody D, charakteryzujacej ich ekspansj¢ przestrzenna.
Porownanie wartosci liczbowych dajacych poglad na rozwoj struktury drzewa
dendrytycznego w poszczegolnych przedziatach czasowych wykazalo, ze roz-
woj ten dokonuje si¢ nawet w takich stanach chorobowych jakimi sa wady
serca, wlacznie z siniczymi, chociaz w ostatnio wymienionej grupie w wolniej-
szym tempie.

Analiza wariancji nie dostarczyla zadnych dowodow istnienia roznic
w rozwoju drzewa dendrytycznego migdzy badanymi okolicami mozgu.
Poréwnanie rozwoju dendrytow metoda D, okreslajaca ekspansje przestrzen-
na tych struktur w zaleznosci od wieku zdaje si¢ wskazywac¢ na dwa okresy
rozwoju. Pierwszy trwajacy do 12 miesiaca zycia cechuje si¢ intensywnym
rozrostem rozgalezien dendrytow, i drugi, trwajacy do 24 miesiaca, w ktorym
ich ekspansja przestrzenna jest znacznie wolniejsza. Spostrzezenie to jest
zgodne z wynikami badan Schadé i wsp. (1964), ktéorzy w prawidlowych
mozgach obserwowali szybki wzrost dendrytow w okresie pierwszych 12
miesiecy zycia, po czym nastgpowalo spowolnienie tego procesu.

Badanie zaleznosci migdzy rozwojem dendrytow a wada rozwojowa serca,
okolicami mozgu i wiekiem dla kazdej z par badanych osobno i wszystkich
facznie, stale wykazywalo niedorozwoj drzewa dendrytycznego w grupie wad
siniczych. Upowaznia nas to do stwierdzenia, ze u dzieci z wrodzonymi
wadami serca prowadzacymi do sinicy, dochodzi do uszkodzenia neuronu na
poziomie ultrastrukturalnym i zaburzen w rozwoju drzewa dendrytycznego.
Mozna réwniez przyjac, ze zmiany strukturalne w rozwoju dendrytow moga
by¢ substratem morfologicznym dla objawow klinicznych wystepujacych
u dzieci z wadami rozwojowymi serca, w szczeg6lnosci o typie wad siniczych.
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MORPHOLOGICAL ABNORMALITIES IN THE CENTRAL NERVOUS SYSTEM IN
CYANOTIC AND NONCYANOTIC CONGENITAL HEART FAILURES IN THE
DEVELOPMENTAL AGE.

NERVE CELLS AND THEIR PROCESSES EVALUATED WITH STAINING
METHODS, IMPREGNATION AND IN ELECTRON MICROSCOPE.

PART I. DEVELOPMENT OF DENDRITES ESTIMATED WITH
THE USE OF GOLGI METHOD

Summary

Morphometric evaluation of cortical neurons in children with congenital heart defect of
cyanotic and noncyanotic type was performed. Investigations based on autopsied material included
three age groups of 6, 12 and 24 months respectively in both of the two groups with heart defect
and in the control group. Formalin-fixed samples taken from frontal, parietal, occipital and
temporal cortex were embedded in celoidin and slices were impregnated according to the Golgi
procedure. The development of dendrites was estimated using three different and independent
morphometric methods. The results were statistically analysed to reveal a putative mutual
dependence between the type of disease, age and localization in cerebral hemispheres and
development of dendrites.

The study disclosed significant differences in the dendritic tree in relation to the heart defect,
especially that of cyanotic type as compared with the control group. A comparison between the
groups with the heart defect and the control disclosed significant differences in the dendritic tree.
The most remarkable difference was noted in the group of cyanotic heart disease in which the
development of the dendritic tree was markedly retarded. No differences between particular
localizations in cerebral hemispheres have been found. The validity of Golgi method for
investigation of neuron structure was emphasized.
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EXCITOTOXIN-MIMICKING EFFECT OF ZINC UPON
THE ULTRASTRUCTURE OF RAT HIPPOCAMPUS IN VITRO

Department of Neuropathology. Medical Research Centre, Polish Academy of Sciences, Warsaw

It is generally accepted that the biological activity of zinc exceeds by far the
formation and functioning of the enzyme systems, as was previously assumed.
Zinc is considered to play an important role in such physiological processes as:
maintenance of membrane structure and function (Bettger, O’Dell 1981),
uptake of some neurotransmitters (Gabrielsson et al. 1986), binding of
glutamate aspartate and opiate to their receptors (Stengaard-Pedersen '1982;
Slevin. Kasarskis 1985). stimulation of rapid axonal transport (Edstrom,
Mattson 1975) or regulation of microtubule assemblies (Gaskin et al. 1978).

It was postulated recently, that zinc, blocking the action of the
N-methyl-D-aspartate receptor might prevent normal levels of synaptic activity
from becoming neurotoxic (Peters et al. 1987). Therefore, zinc might prevent
the development of such human disorders, presumably connected with the
NMDA receptor overactivity, as ischemia or epilepsy (Stone et al. 1987).
Simultaneously, however, the results of some morphological studies reported
cytotoxic properties of zinc (Kress et al. 1981; Yokoyama et al. 1986).
Moreover, increased brain levels of zinc were found in Pick’s disease (Constan-
tinidis, Tissot 1981) and in experimental epilepsy (Chung, Johnson 1983).

We undertook the present study in order to examine if relatively low zinc
concentrations, similar to those encountered in vivo, were sufficient to induce
any morphological changes in the nerve tissue elements. We investigated the
effect of zinc upon the ultrastructure of the hippocampus, a brain region with
the highest calculated concentrations of zinc in the central nervous system in
vivo (Donaldson et al. 1973) in a model of organotypic tissue culture technique.

MATERIAL AND METHODS

The experiments were performed on organotypic cultures of rat hippocam-
pus prepared from 2-3-day-old Wistar rats. Thin sections of the hippocampus
dissected out under sterile conditions were placed on collagen-coated glass
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coverslips, covered with two drops of nutrient medium and maintained in
Maximow assemblies at 36.5°C. The nutrient medium consisted of 20%
heat-inactivated human serum and 80% Minimal Essential Medium (MEM)
supplemented with 600 mg% glucose. The nutrient medium was renewed twice
weekly.

The cultures were regularly examined by light microscopy. On the 21-st day
of growth in vitro (DIV) selected cultures were exposed to the medium
supplemented with zinc as chloride (ZnCl,) at a concentration of 100 pM.
Prior to the addition, MEM with zinc was filtered through a 0.45 pm Milipore
filter. Sister cultures were kept in standard conditions. 24 h after zinc addition
the experimental, as well as control cultures were processed for electron
microscopy according to routinely used methods. Briefly, the cultures were
fixed in 1.5% glutaraldehyde, postfixed in 2% osmium tetroxide, dehydrated in
alcohols and embedded in Epon 812. Ultrathin sections were counterstained
with lead citrate and uranyl acetate and examined in a JEM 100 B electron
microscope.

RESULTS

The cultures examined under the light microscope in living state, showed no
distinct morphological alterations after exposure to zinc, as compared with
control cultures. However, their electron-microscopic examination disclosed
ultrastructural abnormalities involving both the neuropil and nerve and glial
cells perikarya. The neuropil was composed of a dense network of neuronal
and glial processes with numerous synapses of various type, similarly to the
pattern of neuropil organization in control cultures. However, while the axon
terminals showed intact ultrastructural features, in particular dendritic profiles
distinct morphological changes were found. These postsynaptic elements were
markedly swollen with electron-lucent appearance (Fig. 1a,b). In some of them
only few, short, irregularly arranged microtubules and small vacuoles were
present. In others, abnormal accumulation of mitochondria, usually with well
preserved ultrastructure was seen (Fig. 2). Moreover, individual dendritic
processes were filled with densely packed mitochondria leaving only small
areas of electron-lucent protoplasm between. Dendritic alterations were not
widespread, and besides distinctly altered dendrites, intact postsynaptic profiles
were frequently found. Among the neuronal population, a great majority of
pyramidal and granule nerve cells was well preserved (Fig. 3). However, some
pyramidal neurons were distinctly affected and showed pronounced vacuola-
tion of the cell cytoplasm (Fig. 4). The number and size of the vacuoles
observed distinctly varied from cell to cell. In some areas small vacuoles were
also seen in proximal dendrites (Fig. 5). Apart from vacuolar changes,
individual nerve cells exhibited an increased number of large mitochondria,
characterized usually by light matrix and short cristae (Fig. 6a). Similar, large
mitochondria were observed in the adjacent dendritic processes, sometimes in
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Fig. 1a. Swollen, electron-lucent dendritic process (D); well preserved axon endings (A) in the
hippocampal culture exposed to 100 um ZnCl,.x 12000, b. Dendritic process containing few,
disarranged microtubules (arrows) and dispersed ribosomes (arrow heads). The same cul-
ture. x 7500
Ryc. la. Obrzmiala, elektronowo-jasna wypustka dendrytyczna (D). Prawidlowo zachowane
zakonczenia aksonalne (A) w hodowli hipokampa poddanej dzialaniu 100 uM ZnCl,. Pow.
12000 x b. Wypustka dendrytyczna zawierajaca nieliczne rozrzucone mikrotubule (strzatki) oraz
rybosomy (groty strzalek). Ta sama hodowla. Pow. 7500 x
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Fig. 2. Swollen dendritic process (D) with increased number of mitochondria, few microtubules and
small vacuoles, and intact axon terminals (A). The same culture. x 7500
Ryc. 2. Obrzmiata wypustka dendrytyczna (D) ze zwigkszona iloscia mitochondriow, nielicznymi

mikrotubulami i malymi wakuolami. Nieuszkodzone zakonczenie aksonalne (A). Ta sama
hodowla. Pow. 7500 x

o SR s e

Fig. 3. Well preserved pyramidal neuron. The same culture. x 6000
Ryc. 3. Prawidlowo zachowany neuron piramidowy. Ta sama hodowla. Pow. 6000 x
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Fig. 4. Pyramidal hippocampal neuron with numerous vacuoles (V) in the perikaryon. The same
culture. x 7500

Ryc. 4. Neuron piramidowy hipokampa zawierajacy liczne wakuole (V) w cytoplazmie. Ta sama
hodowla. Pow. 7500 x

ey 4

> # - @

Fig. 5. Proximal dendrite exhibiting numerous small vacuoles and dense bodies. The same
culture. x 7500

Ryc. 5. Dendryt proksymalny zawierajacy liczne, drobne wakuole i ciala geste. Ta sama hodowla.
Pow. 7500 x
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Fig. 6. Mitochondrial changes induced by ZnCl, addition. The same culture, a. Numerous large

mitochondria with electron lucent matrix and short cristae in the perikarya of nerve cells (N) and

processes (P). Intact mitochondria in the adjacent processes (arrow). x 6000, b. Large mitochondria

in the neuronal processes.x 10000, ¢. Large mitochondria with vesicular appearance of the
cristae. x 10000

Ryc. 6. Zmiany mitochondrialne wywotane pod wplywem ZnCl,, a. Liczne, duze mitochondria
o elektronowo-jasnej macierzy i krotkich grzebieniach w cytoplazmie komorki nerwowej (N)
i w wypustkach nerwowych (P). Prawidlowo zachowane mitochondria w lezacych w poblizu
wypustkach neuronalnych (strzatka). Pow. 6000 x , b. Duze mitochondria w wypustkach neuronal-
nych. Pow. 10000 x ., ¢. Duze mitochondria zawierajace pecherzykowe grzebienie. Pow. 10000 x
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large quantities. Moreover, in some areas unusually large mitochondria, as well
as mitochondria of bizzare shape or containing focally distended cristae with
vesicular appearance were observed (Fig. 6b,c). The mitochondrial alterations
disclosed could not represent artefactual changes, because in their close
proximity nerve cells and their processes containing mitochondria with typical
ultrastructure were found. Abnormal mitochondria, sometimes showing severe
damage were present also in the glial cells cytoplasm (Fig. 7). Some astroglial
cells showed, moreover, swelling of the cytoplasm and processes. In particular
glial processes abundant glycogen particles were seen. Numerous nerve and
glial cells or their processes contained lipid droplets, of variable, but usually
rather high electron density.

&

Fig. 7. Fibrous astrocyte with damaged mitochondria. Abundant glycogen particles in the adjacent
glial processes (G). The same culture. x 6000

Ryc. 7. Astrocyt wloknisty zawierajacy uszkodzone mitochondria; liczne ziarnistosci glikogenu
w polozonych w poblizu wypustkach glejowych (G). Pow. 6000 x

DISCUSSION

The results of the present study differ in many aspects from the pattern of
morphological alterations observed after exposure to zinc in previous ex-
periments. We could not find in our cultures either bundles of neurofilaments
in neuronal perikarya, or abnormal sheets and 200 —250 nm tubular structures
disclosed in dorsal root ganglion cultures after 24 h exposure to 100 uM zinc
sulfate (Gaskin et al. 1978). The pattern of nerve cell alterations was somewhat
similar, with the presence of perikaryal vacuolation, but without signs of severe

7 — Neuropatologia Polska 4/89
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nerve cell degeneration reported previously. The above mentioned discrep-
ancies might result from both: differences in regional sensitivity to zinc and the
form of the zinc salts used in experiments. In dissociated neocortical cell
cultures, however, examined at the light microscope level only, no cytotoxic
effect of zinc chloride was seen after overnight addition of 100 pM of zinc ions
to the medium (Yokoyama et al. 1986). Moreover, in the same culture model,
delivery of 100 uM to 1 mM of ZnCl, generally produced no change in
membrane potential or conductance, a small transient hyperpolarization being
noted only occasionally (Peters et al. 1987). Other experiments performed in
vivo, with zinc wire implants, showed that at early times zinc had little effect on
neurotubules and neurofilaments, affecting mitochondria and producing both
axonal and dendritic abnormalities (Kress et al. 1981). It is of interest, however,
that the authors mention that their preliminary results with mouse hippocam-
pal cultures suggested that dendrites were more susceptible to zinc ions than
axons, similarly to the results of our study. The axon-sparing, dendritic lesions
observed in our cultures, as well as vacuolation of neuronal perikarya
disclosed, strongly resembles the pattern of structural changes typically
observed after various excitatory amino acid treatments (Schwarcz et al. 1983:
Rothman, Olney 1987; Whetsell, Schwarcz 1983). The neurotoxic effect induced
by these compounds, which act via their specific receptor sites, seems to be
closely connected with their excitatory properties (Stone et al. 1987). In this
respect it is especially interesting that application of zinc ions to the cortical
neurons was also efficient in producing cell activation (Wright 1984). Elec-
tron-microscopic study demonstrated zinc in the synaptic vesicles of the
terminal boutons of mossy fiber endings in the rat hippocampus (Ibata. Otsuka
1969). Moreover, zinc can be released during excitation of granule cells from
their endings into the extracellular space (Assaf, Chung 1984). The results of
our study suggest that even relatively low zinc concentrations are sufficient to
produce structural alterations and thus support the previously postulated by
these authors, presumably cytotoxic effects of this trace element. The exact
pathomechanism of ultrastructural changes disclosed in our cultures is
uncertain, because it is still unclear whether zinc participates actively in
neurotransmission or is involved in the processes of neuromodulation. Mito-
chondrial structural changes induced by zinc, observed in the previous and the
present study, are generally ascribed to the inhibition of electron transport in
the mitochondrial respiratory chain (Chvapil et al. 1972). The biological
significance of mitochondrial accumulation and their increased quantity
revealed in our study might be only speculatively attributed to the increased
energy requirement of the cell, presumably in response to excitation.

http://rcin.org.pl



Effect of zinc on hippocampus in vitro 555

OBRAZ ZMIAN ULTRASTRUKTURALNYCH WYWOLANYCH
W HODOWLI HIPOKAMPA PRZEZ CYNK, IMITUJACY USZKODZENIA
TYPOWE DLA POBUDZAJACYCH NEUROTOKSYN

Streszczenie

Celem pracy byla ocena obrazu ultrastrukturalnego hipokampa szczura poddanego in vitro
dziataniu cynku. Badania te podjeto wobec zmiennych doniesien wskazujacych zaré6wno na
cytoprotekcyjne wlasciwosci jonow cynku, jak tez na ich niekorzystne, neurotoksyczne od-
dziatywanie w osrodkowym ukladzie nerwowym.

Badania przeprowadzono w warunkach organotypowej hodowli tkankowej, podajac do ptynu
odzywczego dobrze zréznicowanych, 21-dniowych hodowli hipokampa szczura cynk w postaci
chlorku (ZnCl,) w stezeniu 100 pM. Badania mikroskopowo-elektronowe przeprowadzono po 24
godzinach od podania cynku. Wykazano uszkodzenia strukturalne poszczegolnych neuronow
piramidowych polegajace na wakuolizacji cytoplazmy oraz nagromadzeniu mitochondriow
w cytoplazmie niektorych neuronow piramidowych i ich wypustek. Obserwowano ponadto
uszkodzenie wypustek dendrytycznych w postaci ich obrz¢ku i zmian ultrastrukturalnych organelli
komorkowych, przy wyraznym zaoszczg¢dzeniu presynaptycznych elementow aksonalnych. Stwier-
dzone zmiany strukturalne sa analogiczne do typu uszkodzen obserwowanych po podaniu
aminokwasow pobudzajacych, co moze wskazywa¢ na podobny patomechanizm ich powstawania,
a takze potwierdzaja mozliwos¢ neurotoksycznego dzialania cynku na tkanke nerwowa.
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WYNIKI MIEDZYGATUNKOWYCH TRANSPLANTACIJI
ISTOTY CZARNEJ DO KOMORY BOCZNEJ MOZGU SZCZUROW
Z DOSWIADCZALNIE WYWOLANYM PARKINSONIZMEM

Zaktad Neuropatologii Instytutu Psychiatrii i Neurologii, Warszawa i Sekcja Neurologicznych
Badan Przedklinicznych Narodowego Instytutu Zdrowia Psychicznego, Waszyngton

Metoda kompensacji niedoboru dopaminy (DA) w prazkowiu, przez
wszczepienie do mozgu zywych komorek, produkujacych DA, stwarza nowe
perspektywy w terapii choroby Parkinsona. Na zwierzgcych modelach parkin-
sonizmu przebadano szczegétowo efekty wszczepiania do mozgu roznych
tkanek produkujacych DA, a zwlaszcza istoty rdzennej nadnerczy i plodowej
istoty czarnej (SN) (Freed i wsp. 1980; Freed 1983; Dymecki i wsp. 1985, 1986).
Plodowa SN okazala si¢ znacznie lepszym zrodlem DA niz istota rdzenna
nadnerczy. Uzycie wigc do leczenia transplantacyjnego choroby Parkinsona
ludzkiej plodowej SN wydaje si¢ znacznie bardziej celowe i obiecujace niz
stosowanie autoprzeszczepoOw rdzenia nadnerczy, ktorych pobranie z ciala
chorego trwale go okalecza. Ponadto komorki nadnercza jako obce mozgowi
nie maja mozliwosci trwalego przezycia w mozgu gospodarza, a dyfuzyjny
sposob wydzielania przez nie DA nie moze zapewni¢ zaopatrzenia neuronow
prazkowia w DA na drodze fizjologiczne;j, tzn. poprzez kontakty synaptyczne.
Jednakze w wielu krajach pojawiaja si¢ problemy etyczne i prawne, utrud-
niajace uzycie ludzkiej ptodowej tkanki nerwowej do celow terapeutycznych.
W tej sytuacji zaczeto rozwaza¢ mozliwos¢ zastosowania przeszczepow ob-
cogatunkowej SN. Wojak i wsp. (1988) wysunal sugesti¢ wykorzystania do
celow transplantacji terapeutycznych zamiast ludzkiej ptodowej SN, neuronow
dopaminergicznych pobranych ze srodmoézgowia miniaturowych $winek. Od
dawna proponowano tez wykorzystanie ptodow malp czlekoksztattnych do
leczenia pacjentow z choroba Parkinsona. Wiadomo, Ze tolerancja przeszczepu
zalezy od pokrewienstwa genetycznego migedzy gatunkiem dawcy i biorcy, brak
jednak w pisSmiennictwie szczegotowych danych na temat losow obcogatun-
kowych przeszczepow tkanki nerwowej do moézgu. Badania licznych autorow

Praca przedstawiona na 9 Migdzynarodowym Sympozjum na temat choroby Parkinsona,
Jerozolima, 5—9 czerwca 1988 i opublikowana w pamig¢tniku Sympozjum

http://rcin.org.pl



558 J. Dymecki, W. J. Freed

wskazuja, ze przeszczepy roznych tkanek w mozgu sa czesciowo chronione
przed odrzuceniem (Barker, Billingham 1977; Raju, Grogan 1977; Brundin
i wsp. 1985; Head, Griffin 1985; Freed i wsp. 1988), jednak tzw. ,,uprzywilejowa-
nie immunologiczne” mozgu nie jest absolutne 1 stopien ochrony przeszczepu
przed odrzuceniem zalezy nie tylko od dystansu genetycznego migedzy dawca
i biorca, ale takze od lokalizacji przeszczepu w mozgu i od innych, nie
catkowicie poznanych czynnikow.

Celem podjetych badan byla ocena przezycia i funkcjonowania allo-,
hetero- 1 ksenoprzeszczepow plodowej SN umiejscowionych w komorze
bocznej mozgu szczuréw z doswiadczalnie wywolanym hemiparkinsonizmem.

MATERIAL I METODY

Hemiparkinsonizm byl wywolywany przez jednostronne stereotaktyczne
wstrzyknigcie 8 pg 6-hydroksydopaminy (6-OHDA) rozpuszczonej w 4 pl
izotonicznego roztworu soli fizjologicznej z dodatkiem 0,1% kwasu askor-
bowego, do istoty czarnej po stronie prawej wedlug metodyki opisanej przez
Freeda 1 wsp. (1980). Biorcami przeszczepéw byly dwumiesigczne szczury
wsobnego szczepu Fisher 344 w liczbie 100 zwierzat. Dawcami byly ptody
krolika (ksenoprzeszczepy), chomika (ksenoprzeszczepy), myszy szczepu CF,
(heteroprzeszczepy), szczury szczepu Sprague-Dawley (alloprzeszczepy) i szczu-
ry szczepu wsobnego Fisher 344 (izoprzeszczepy — grupa kontrolna). Mysz
i szczur sa gatunkami blisko spokrewnionymi i naleza do rodziny muridae (rzad
rodentiae), chomik (rzad rodentiae) i krolik (rzad logormorpha) wykazuja dalsze
pokrewienstwo do szczura. Brzuszna czes¢ Srodmozgowia. zawierajaca SN,
byla pobierana od ptodow wymienionych gatunkow w okresie odpowiadaja-
cym wiekowi 16 — 17 dni zycia ptodowego szczura, dzielona na kilka fragmen-
tow po | mm?® i wszczepiana do prawej komory bocznej mozgu szczura
w aparacie stereotaktycznym Davida Kopfa w znieczuleniu ogdélnym wediug
metody opisanej w pracach Freeda (1983, 1985), w dwa tygodnie po chemicz-
nym zniszczeniu tozsamostronnej SN. Nie stosowano zadnych s$rodkow
immunosupresyjnych.

Po uszkodzeniu SN przeprowadzano co tydzien testy rotacyjne wedlug
Ungerstedta i Arbuthnotta (1970), prowokowane apomorfina podana podskor-
nie w dawce 0.1 mg’kg. Jak wiadomo, po jednostronnym uszkodzeniu SN
wystepuje tendencja do ruchow obrotowych wokot wlasnej osi ciala na skutek
dominacji prazkowia po stronie nieuszkodzonej SN. Apomorfina dziala na
receptory dopaminergiczne w striatum, ktore po stronie uszkodzenia SN
wykazuja nadwrazliwosc. Powoduje to ruchy obrotowe zwierzecia w kierunku
przeciwnym do uszkodzenia SN (kontralateralne). Obroty mierzono w specjal-
nie skonstruowanych rotometrach i rejestrowano przez mikroprocesor w ciggu
60 minut po podaniu apomorfiny. Do przeszczepow selekcjonowano tylko te
zwierzeta, ktore w kilkakrotnie powtorzonym tescie wykazywaly minimum 240
obrotow na godzing. Po transplantacji testy rotacyjne powtarzano co tydzien,
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aby ocenic efekty dzialania przeszczepu w postaci zanlkdma lub zmniejszania
si¢ liczby obrotow.

Kazda grupa zwierzat zostala podzielona na 4 podgrupy zaleznie od czasu
przezycia, ktory wynosit 2, 4, 6 i 8 tygodni, liczac od dnia transplantacji.
Zwierzgta dekapitowano lub perfundowano w znieczuleniu ogélnym. Na
skrawkach mozgowych ujawniano immunoreaktywnos¢ hydroksylazy tyrozy-
nowej (TH) technika Sternbergera (1979) przy uzyciu przeciwcial dostar-
czonych przez W. Tanka z Uniwersytetu w Rochester, N.Y., USA. Ponadto
skrawki barwiono hematoksylina i eozyna oraz metoda Kliivera— Barrery.

WYNIKI

Zachowanie rotacyjne

Testy obrotowe wywolywane przy uzyciu apomorfiny wykazywaly po-
stgpujace 1 utrzymujace si¢ obnizanie liczby obrotow w grupie zwierzat
z izoprzeszczepami (szczur F 344 do szczura F 344) (ryc. 1). Stopniowe
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Ryc. 1. Zachowanie rotacyjne wywolane przez apomorfing u szczura Fisher 344 z uszkodzeniem
SN przed i po transplantacji SN pobranej z mozgu szczura Fisher 344

Fig. 1. Rotational behavior induced by apomorphine in Fisher 344 rats with SN lesion before and
after transplantation of Fisher 344 rat SN

zmniejszanie obrotow obserwowano tez w grupie alloprzeszczepow (szczur SD
do szczura F 344) (ryc. 2) oraz w grupie heteroprzeszczepow (mysz CF, do
szczura F 344) (ryc. 3). U zwierzat z ksenoprzeszczepami (chomik do szczura
F 344) obnizenie liczby obrotow wystepowato do 5 tygodnia po transplantacji
(ryc. 4). W drugiej grupie ksenoprzeszczepow (krolik do szczura F 344)
obnizenie to utrzymywalo si¢ tylko 3 tygodnie; po tym okresie liczba obrotow
wracata do wartosci sprzed transplantacji (ryc. 5, tabela 1).
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Ryc. 2. Zachowanie rotacyjne wywolane przez apomorfing u szczura Fisher 344 z uszkodzeniem
SN przed i po transplantacji SN pobranej z mozgu szczura Sprague-Dawley
Fig. 2. Rotational behavior induced by apomorphine in Fisher 344 rats with SN lesion before and
after transplantation of Sprague-Dawley rat SN
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Ryc. 3. Zachowanie rotacyjne wywolane przez apomorfing u szczura Fisher 344 z uszkodzeniem
SN przed i po transplantacji SN pobranej z moézgu myszy CF,
Fig. 3. Rotational behavior induced by apomorphine in rats with SN lesion before and after
transplantation of CF, mouse SN
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Ryc. 4. Zachowanie rotacyjne wywolane przez apomorfing u szczura Fisher 344 z uszkodzeniem
SN przed i po transplantacji SN pobranej z mézgu chomika
Fig. 4. Rotational behavior induced by apomorphine in rats with SN lesion before and after
transplantation of hamster SN
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Ryc. 5. Zachowanie rotacyjne wywotane przez apomorfing u szczura Fisher 344 z uszkodzeniem
SN przed i po transplantacji SN pobranej z mozgu krolika

Fig. 5. Rotational behavior induced by apomorphine in rats with SN lesion before and after
transplantation of rabbit SN
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Tabela 1: Wyniki testow rotacyjnych po transplantacji, okres obserwacji: 8 tygodni
Table 1: Results of rotational tests after transplantation, period of observation: 8 weeks

Rodzaj przeszczepu Dawca Efekt czynnosciowy
Type of graft Donor Functional effect

Izoprzeszczep Szczur Fisher 344 Utrzymujacy si¢ postepujacy spadek liczby
obrotow

Isograft Rat Fisher 344 Sustained and progressive decrease of rotations
number

Alloprzeszczep Szczur Sprague-Dawley Utrzymujacy si¢ spadek

Allograft Rat Sprague-Dawley Sustained decrease

Heteroprzeszczep Mysz CF, Utrzymujacy si¢ niewielki spadek

Heterograft Mouse CF, Sustained slight decrease

Ksenoprzeszczep Chomik Spadek do 5 tygodnia, potem powrot do wyjscio-
wej liczby obrotow

Xenograft Hamster Decrease until the 5th week, then return to intital
number of rotations

Ksenoprzeszczep Krolik Spadek do 3 tygodnia, potem wzrost liczby
obrotow

Xenograft Rabbit Decrease until the 3rd week, then increase in

number of rotations

Badania histologiczne

W 2 tygodnie po transplantacji we wszystkich grupach zwierzat prze-
szczepy wykazywaly cechy przezycia i prawidlowego rozwoju (ryc. 6a i 6b).
W ich obrebie widoczne byly liczne zdrowe neurony i wlokna nerwowe
z ostonkami mielinowymi. Immunoreaktywnos¢ TH ujawnila obecnos¢ prawi-
dtowo wygladajacych neuronow dopaminergicznych nawet w ksenoprzesz-
czepach (krolik do szczura F 344) (ryc. 7).

W 4 tygodnie po transplantacji pojawily si¢ pierwsze objawy immunologi-
cznego odrzucenia przeszczepu w grupie ksenoprzeszczepow, szczegolnie tych,
w ktorych dawca byt krolik. Neurony wykazywaly zmiany zwyrodnieniowe, na
granicy przeszczepu i tkanek gospodarza obserwowano reakcj¢ limfocytarna
(ryc. 8). W niektorych przypadkach limfocyty pokrywaly cale pole przeszczepu.

W 6 tygodni po transplantacji objawy odrzucenia i obumierania prze-
szczepu byly widoczne w grupach ksenoprzeszczepow (krolik do szczura F 344
i chomik do szczura F 344) (ryc. 9). Intensywny naciek limfocytarny z obecnos-
cia makrofagow, pokrywajacy caly przeszczep, wskazywat na immunologiczny
charakter procesu odrzucenia (ryc. 10). Heteroprzeszczepy (mysz do szczura
F 344) wykazywaly podobna, lecz znacznie mniej nasilona reakcj¢ wystepujaca
tylko u niektorych zwierzat. W grupie alloprzeszczepow i izoprzeszczepoOw
prawidlowo wygladajace neurony 1 wiokna mielinowe, obserwowane do konca
doswiadczenia. wskazywaly w wigkszosci przypadkow na przezycie prze-
szczepu. Jednakze w obrebie niektorych przeszczepow, szczegodlnie tych, ktore
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Ryec. 6a. Istota czarna krolika wszczepiona do komory bocznej szczura F 344 w 2 tygodnie po
transplantacji. Zywy przeszczep zespolony z prazkowiem i cialem modzelowatym.
Kliiver — Barrera. Pow. 20 x

Fig. 6a. Rabbit SN grafted into the lateral ventricle of rat 344, two weeks after transplantation.
Surviving graft closely attached both to the striatum and to corpus callosum. Kliver —Barrera.
x 20

Ryc. 6b. Ten sam przeszczep w powigkszeniu 200 x
Fig. 6b. The same graft under higher magnification — x 200
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Ryc. 7. Istota czarna krolika wszczepiona do komory bocznej szczura
w dwa tygodnie po transplantacji. Immunoreaktywnos¢ hydroksylazy
tyrozynowej wskazuje przezycie neuronow. Pow. 200 x
Fig. 7. Rabbit SN grafted into the rat lateral ventricle, two weeks after
transplantation. Tyrosine hydroxylase immunoreactivity demonstrates
surviving neurons. x 200

Ryc. 8. Istota czarna krolika wszczepiona do komory bocznej szczura
w cztery tygodnie po transplantacji. Reakcja limfocytarna na pograniczu
przeszczepu i tkanki gospodarza, H—E. Pow. 60 x
Fig. 8. Rabbit SN grafted into the rat lateral ventricle, four weeks after

transplantation. Lymphocytic reaction at the border of graft and host
brain, H—E. x 60

http://rcin.org.pl

¥9S

paa1g f "M ‘DPewAq [



Ryc. 9. Istota czarna chomika wszczepiona do komory bocznej szczura, Ryc. 10. Istota czarna krolika wszczepiona do komory bocznej szczura,
6 tygodni po transplantacji. Naciek limfocytarny z licznymi limfocytami 6 tygodni po transplantacji. Przeszczep, wypelniajacy komore pokryty jest
i makrofagami niszczy przeszczep. W tkance otaczajacej liczne limfocytar- niszczacym go naciekiem limfocytarnym. Fiolet krezylu. Pow. 60 x
ne mufki okolonaczyniowe. Fiolet krezylu. Pow. 60 x Fig. 10. Rabbit SN grafted into the rat lateral ventricle, six weeks after
Fig. 9. Hamster SN grafted into the rat lateral ventricle, six weeks after transplantation. This graft, which fills the ventricle, has been destroyed by

transplantation. A pronounced cellular infiltration with many lymp-
hocytes and macrophages destroying the graft. Perivascular lymphocytic
cuffs are seen in the surrounding tissue. Cresylviolet. x 60
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wbrew zalozeniom umiejscowione byly w istocie bialej lub w spoidle wielkim,
populacja neurondéw zastapiona byla przez blizne glejowo-mezodermalna.
Odsetek przeszczepow, ktore przezyly do konca 8-tygodniowego okresu obser-
wacji, co potwierdzone zostalo badaniem histologicznym, ilustruje tabela 2.

Tabela 2: Przezycie przeszczepu wyrazone w odsetkach
Table 2: Survival of the grafts expressed in percent

Przezycie przeszczepow

Rodzaj przeszczepu Dawca Liczba zwierzat Gioft Aevivin
Type of graft Donor Number of animals (f
0

Izoprzeszczep Szczur Fisher 344

Isograft Rat Fisher 344 .o & b

Alloprzeszczep Szczur Sprague-Dawley 2 14 70

Allograft Rat Sprague-Dawley

Heteroprzeszczep Mysz CF, 19 1 58

Heterograft Mouse CF,

Ksenoprzeszczep Chomik 23 3 : 13

Xenograft Hamster

Ksenoprzeszczep Krolik 18 5 1

Xenograft Rabbit

Kryteria przezycia przeszczepu: a) metoda Kliivera—Barrery: dobrze zachowane blony
komorkowe i jadrowe, jasne jadra, widoczny tigroid. Obecnos¢ wlokien mielinowych, b) im-
munoreaktywnos¢ hydroksylazy tyrozynowej: pozytywne barwienie si¢ neuronéw z wyrazna blona
komorkowa i wypustkami.

Criteria of graft survival: a) Kliiver — Barrera method: well preserved nuclear and cytoplasmic
membranes, bright nuclei, clearly visible tigroid. The presence of myelin fibers, b) TH immunore-
activity: positive staining of neurons with clearly delineated cytoplasmic membranes and processes

OMOWIENIE

Efektywno$¢ czynnosciowa przeszczepow w mozgu wyraza si¢ zmniej-
szeniem liczby obrotow, indukowanych przez apomorfing, moze wigc by¢
oceniana obiektywnie liczbowo. Po jednostronnym uszkodzeniu SN wystepuje
nadwrazliwos¢ postsynaptycznych receptorow dopaminergicznych w praz-
kowiu po stronie uszkodzenia. Podanie zwierzgciu apomorfiny powoduje
aktywacje nadwrazliwych neuronow striatum, co wywoluje ruchy obrotowe
w kierunku przeciwnym do uszkodzenia SN (rotacje kontralateralne) (Freed
1983; Dymecki i wsp. 1985). Dla wywolania rotacyjnego zachowania si¢
zwierzat mozna roéwniez poda¢ amfetaming, ktora uwalnia DA ze zdrowych
neuronow prazkowia po stronie przeciwnej do uszkodzenia SN. Nasila to
dominacje nietknietego prazkowia i wyzwala ruchy rotacyjne w kierunku
uszkodzonej SN (rotacje ipsilateralne). Liczac obroty w okreslonym czasie
mozna oceni¢, czy uszkodzenie SN bylo catkowite, czy tylko czesciowe.
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Przeszczep umieszczony w komorze po stronie uszkodzonej SN zaopatruje
w DA odnerwione prazkowie. Powoduje to redukcje obrotowego zachowania
si¢ zwierzgcia, wywolanego przez zniszczenie SN. Pomiar liczby obrotow jest
wiec wyktadnikiem przezycia i funkcjonalnej wydolnosci przeszczepu. W razie
odrzucenia i obumierania przeszczepu zachowanie rotacyjne nasila sie do
punktu wyjsciowego, tzn. do sytuacji po uszkodzeniu SN, a przed transplanta-
cja (Freed 1983; Dymecki i wsp. 1987). Wyniki przeprowadzonych badan
wskazuja, ze wszystkie przeszczepy powoduja redukcje zachowania obrotowe-
go zwierzat, jednak jej nasilenie i czas trwania wahaja si¢ w zaleznosci od
pokrewienstwa genetycznego miedzy dawca a biorca. W grupach zwierzat
z ksenoprzeszczepami (krolik do szczura i chomik do szczura) zmniejszenie
liczby obrotow trwalo tylko odpowiednio 3 lub 5 tygodni. U szczurdéw
z hetero-, allo- i izoprzeszczepami obnizenie zachowania rotacyjnego utrzymy-
walo si¢ do konca obserwacji, tzn. przez pelne 8 tygodni.

Analiza histologiczna wykazala, ze czas przezycia przeszczepu odpowiada
w zasadzie okresowi poprawy w testach rotacyjnych. Intensywna reakcja
limfocytarna, zwlaszcza w obrebie ksenoprzeszczepow sugeruje immunologicz-
ny charakter mechanizm odrzucania przeszczepu. Interesujacy jest wplyw
lokalizacji przeszczepu na jego przezycie. Zalozeniem eksperymentu bylo
umieszczenie wszystkich przeszczepow w komorze bocznej, jednakze w prak-
tyce nie jest to fatwe i dopiero na etapie badania histologicznego okazalo sig, ze
niektore przeszczepy zostaly umieszczone w istocie bialej lub w spoidle
wielkim. Wigkszo$¢ z nich obumarla, niezaleznie od tego od jakiego dawcy
pochodzita tkanka wszczepiona do mozgu. Badania Masona i wsp. (1985) nad
allo- i ksenoprzeszczepami neuronéw dopaminergicznych nie wykazaty wply-
wu lokalizacji przeszczepu ani urazu, wywolanego przez procedure transplan-
tacyjna na przezycie przeszczepu. Natomiast nasze ostatnio przeprowadzone
badania (Dymecki i wsp. 1988a) nad zalezno$cia migdzy czasem przezycia
izoprzeszczepu korowego a jego lokalizacja w mozgu sugeruja, ze najlepsze
warunki przezycia wystepuja, gdy przeszczep jest umiejscowiony w komorze
bocznej, nieco gorsze w istocie szarej (striatum), a najmniejszy odsetek
izoprzeszczepOw rozwija si¢ 1 przezywa w istocie bialej (corpus callosum).
Wyniki te wykazuja korelacj¢ z morfometryczna analiza ggstosci sieci naczy-
niowej w przeszczepie (Dymecki i wsp. 1987, 1988b), ktora jest najwigksza
w izoprzeszczepach wewnatrzkomorowych, mniejsza w przeszczepach zlokali-
zowanych w istocie szarej, a najmniejsza przy umiejscowieniu transplantatu
w istocie bialej. Istnieje wigc duze prawdopodobienstwo, ze jednym z czyn-
nikow warunkujacych przezycie przeszczepu jest jego wczesna i dostateczna
waskularyzacja. majaca kluczowe znaczenie dla odzywiania przeszczepu.
Dobre warunki dla przezycia przeszczepu w obrgbie komory bocznej mozgu
moga tez w pewnym stopniu by¢ zalezne od odzywiania wszczepionej tkanki
w najwczesniejszej fazie, zanim rozwinie si¢ w przeszczepie wlasna sieC
naczyniowa i zanim nastapi jej integracja z ukladem naczyniowym gospodarza.
W tej wczesnej fazie dyfuzyjne odzywianie wszczepionej tkanki przez plyn
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mozgowo-rdzeniowy moze mie¢ kluczowe znaczenie dla przezycia przeszczepu.
Niezadowalajace wyniki, dotyczace przezycia zarowno izo-, jak allo- i hetero-
przeszczepoOw w obrebie ciala modzelowatego, stwierdzone w naszym materiale
mozna wiec wiaza¢ z ubogim rozwojem unaczynienia przeszczepOw umiejs-
cowionych w istocie bialej.

Przyczyna przezycia przez okres 8 tygodni 11% przeszczepow tkanek
krolika 1 13% przeszczepow tkanek chomika w moézgu szczura nie jest jasna.
W piSmiennictwie istnieje szereg doniesien na temat dlugoterminowego przezy-
cia przeszczepoOw obcogatunkowych w moézgu gryzoni (Bragin, Vinogradova
1981; Bjorklund i wsp. 1982; Daniloff i wsp. 1984, 1985; Low i wsp. 1985;
Vinogradova i wsp. 1985; Dymecki i wsp. 1987; Freed i wsp. 1988). Dowodza
one, ze ksenoprzeszczepy moga czgsciowo unikna¢ odrzucenia nawet przy
niestosowaniu $srodkow immunosupresyjnych. Raju i Grogan (1977) sugeruja,
ze istnieje krotki krytyczny okres zanim mozg ,,wyzdrowieje” po transplantacji
i zanim przeszczep zintegruje si¢ z gospodarzem, gdy mechanizm odrzucania
ulega aktywacji lub zahamowaniu. Jednym z czynnikow, ktory moze odgrywac
istotna role w przezyciu czesci ksenoprzeszczepoOw jest wzgledny brak glow-
nego kompleksu antygenow zgodnosci tkankowej (MHC) w tkance mozgu
(Lampson, Hickey 1986). Tkanki zdrowego, normalnego moézgu zawieraja
stosunkowo malo glownych antygenow zgodnosci tkankowej (MHC), ale
ekspresja antygenow MHC w mozgu moze by¢ zaktywizowana przez uklado-
wa immunizacj¢ (Hickey, Kimura 1987). OdpowiedZz immunologiczna mozgu
na ksenoprzeszczep moze by¢ zalezna od antygenow MHC, jak rowniez od
innych powierzchniowych antygenow komorkowych (Sachs i wsp. 1971).
Mozna wigc przypuszczac, ze powodem faktu, ze nie wszystkie ksenoprzesz-
czepy ulegly odrzuceniu byla z jednej strony nieobecnos$¢ antygenow MHC
w niektorych przypadkach, z drugiej — ochronny efekt czgsciowego ,,uprzywi-
lejowania” immunologicznego mozgu. To ,uprzywilejowanie” przypisywane
jest brakowi ukladu limfatycznego w mozgu oraz obecnoéci bariery
krew-mozg, ktora stanowi selektywny filtr dla roznych substancji, by¢ moze
takze dla antygenow. Bariera ta jednak ulega uszkodzeniu w wyniku procedury
przeszczepu i rekonstruuje si¢ dopiero po okolo 7 dniach. Nalezy wigc
uwzgledni¢ rowniez fakt, ze niedojrzala, plodowa tkanka nerwowa moze
wykazywac bardzo niewielka ekspresj¢ antygenowa, ktéra u réznych dawcow
moze mie¢ rozne nasilenie. Podsumowujac: przedstawione dane sugeruja, ze
uklad komorowy moézgu szczura jest czesciowo uprzywilejowany immunologi-
cznie w odniesieniu do ptodowych alloprzeszczepow (szczur SD do szczura
F 344) i heteroprzeszczepow (mysz do szczura), jednak to uprzywilejowanie nie
jest wystarczajace aby ochroni¢ ksenoprzeszczepy przed odrzuceniem (krolik
i chomik do szczura) bez zastosowania srodkéw immunosupresyjnych.
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EFFECTS OF TRANSPLANTATION OF CROSS-SPECIES SUBSTANTIA
NIGRA INTO THE LATERAL VENTRICLE OF RATS WITH EXPERIMENTALLY
INDUCED HEMIPARKINSONISM

Summary

The method of compensation of dopamine (DA) deficit in the striatum by living, DA producing
cells implanted into the brain, creates new hopes for patients with Parkinson’s disease. In view of
many ethical and legal problems, connected in some countries with obtaining human fetal tissue for
transplantation, cross-species transplants would be an attractive alternative. The subject of our
investigation was the problem of survival and functioning of embryonal substantia nigra (SN)
neurons, taken from four species, implanted into the lateral ventricle of rats with denervated
striatum. The recipients were 100 inbred rats of the Fisher 344 strain in which hemiparkinsonism
was induced by unilateral chemical (6-OHDA) lesion of SN. As donor served foetuses of rabbits.
hamsters, mouse CF, and Sprague-Dawley rats. Immunosuppressive drugs were not applied. The
effectiveness of the transplants was estimated by testing the rotational behaviour before and after
transplantation over a period of 8 weeks at weekly intervals. Survival of the transplant was
evaluated by histological and immunocytochemical methods. Behavioural tests demonstrated
a statistically significant improvement persisting in groups of xenografts for three to five weeks.
Histological investigations revealed that the time of graft survival corresponds roughly to the
period of improvement in the rotational behaviour. The results indicate that without application of
immunosuppressive drugs intracerebral transplant between different species survive no more than
several weeks. Thus, it is necessary to search for homogenic material for therapeutic transplan-
tations in parkinsonian patients.
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GLIAL ELEMENTS IN EXPERIMENTAL CEREBRAL SARCOMAS
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Intracranial sarcomas are a common finding among tumors intracerebrally
induced in mice with topical cancerogens. They grow mostly as spherical
masses sharply demarcated from the nervous tissue or invade the brain along
the vessels in finger-like manner. Beside glial tissue, between the tongues of
sarcomatous infiltration, other glial formations confined to the tumor area are
hardly recognized. In humans. sarcomatous growth shows frequently peritu-
moral reactive glia and small islands of nervous tissue incorporated into the
tumor and consisting of hyperplastic and neoplastic glial elements (Lalitha,
Rubinstein 1979).

In the search for glial tissue concealed in murine cerebral mesodermal
tumors for evaluation of its distribution and alterations, immunocytochemical
investigations of glial fibrillary acidic protein (GFAP) containing elements were
performed.

MATERIAL AND METHODS

From the collection of CNS tumors induced by implantation of methyl-
cholanthrene, previously reported and described in detail (Kroh 1967, 1969)
20 cases of brain sarcomas were selected for reinvestigation. Formalin-fixed,
paraffin-embedded tissue has been diagnosed from hematoxylin-eosin, Gridley
and van Giesonn stained, 7 pm thick cross-sections of the brains. Among 20
tumors there were 11 fibrosarcomas and 9 giant cell sarcomas. The blocks used
for immunocytochemical study were 20 years old. Antiserum to GFAP was
from Dacopatts (Copenhagen), dilution 1:500. The Avidin-Biotin-Complex
method was used for immunostaining.

RESULTS

Histology. Intracerebral fibrosarcomas presented infiltrative, finger-like
tumor spread from the main mass of neoplasm in 5 cases. In other 4 cases the
tumor periphery was well delineated, whereas the precise margins of 2 tumors
remained unknown due to artificial damage.
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Small fields composed of several glial cells were incorporated into the
peripheral zone of fibrosarcomas, some near their edges, whereas others, more
numerous, were located between the advancing sarcomatous infiltrations. Glial
islands totally surrounded by neoplastic tissue were present within the
advancing portion of the sarcoma independently of the type of spread,
infiltrative or circumscribed.

The majority of cerebral fibrosarcomas (7 of 11) exhibited also an
extracranial part of the tumor whose histology did not grossly differ from the
intracerebral mass. Vascularization of both, intra- or extracerebral tumor
growth was similar, the blood vessels merged with the tumor tissue and could
be recognized only by their narrow lumen. Vascularization of glial islands
inside the tumor mass and of the nervous tissue abutting on the sarcoma
margin did not differ significantly from the other parts of adjacent edematous
tissue.

Intracerebral giant cell sarcomas formed masses well delineated from the
nervous tissue in 7 of 9 cases: the remaining ones were infiltrative. The glial
islands which were incorporated also within the marginal zone of the tumor
were less numerous than in fibrosarcomas. The vascular network in cerebral,
intra- et extracranial parts of the tumor was hardly discernible in some cases,
whereas distinct and abundant in others. An extracranial component of the
tumor was present in the majority of cases (8/9).

GFAP immunocytochemistry. All cerebral and extracerebral parts of the
tumors of both types were composed of GFAP-immunonegative neoplastic
cells, i.e. spindle cells, polymorphic cells and giant cells, small lymphoid-like
cells. One exception was an extracerebral part of a giant cell sarcoma which
displayed some giant and some lymphoid-like cells presenting a scarce
granular, cytoplasmic GFAP reaction.

Glial cells entrapped by the tumor in the islands of nerve tissue were
strongly immunopositive in all cases. GFAP-immunostained reactive astro-
cytes were enlarged, their shape and arrangement of processes irregular (Fig. 1).
Frequently only parts of thick processes or large perikaryon were visible. Less
frequently islands of astrocytic, GFAP-positive cells presented an admixture of
oligodendroglia (Fig. 2).

Central areas of tumors presented singular, scattered, GFAP-positive cells
or their processes in the midst of 3 cerebral fibrosarcomas and 1 giant cell
sarcoma only (Fig. 3). The number of GFAP-positive cells increased slightly
towards the periphery of these tumors.

Blood vessels of intracerebral fibrosarcomas were frequently surrounded by
strongly GFAP-positive cellular bodies and processes, particularly near the
tumor margins (Fig. 4, 5) (5 cases). Immunostaining of perivascular tissue of the
whole cross-section of the cerebral fibrosarcomas was demonstrated in 2 cases.
On the contrary, the cerebral giant cell sarcomas displayed none GFAP
immunostaining of perivascular tissue in 5 cases (Fig. 6). Perivascular staining
of low intensity around a few scattered vessels was revealed in one tumor,
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Fig. 1. Island of GFAP-positive astrocytes in peripheral area of fibrosarcoma. x 400
Ryc. 1. Wysepka GFAP-dodatnich astrocytow w obwodowej czgsci wlokniako-migsaka. Pow.
400 x
Fig. 2. Group of GFAP-positive astrocytes and a few oligodendroglial cells in fibrosarcoma. x 400

Ryc. 2. Grupa GFAP-dodatnich astrocytow i kilka komorek oligodendrogleju we widknia-
ko-migsaku. Pow. 400 x
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Fig. 3. Three GFAP-positive astrocytic cells in central part of fibrosarcoma. x 400
Ryc. 3. Trzy GFAP-immunododatnie astrocyty w centralnej czesci wlokniako-migsaka. Pow.
400 x
Fig. 4. GFAP-positive perivascular elements and negative surrounding of thin-walled vessels in
fibrosarcoma. x 400

Ryc. 4. GFAP-immunododatnie elementy okolonaczyniowe oraz immunoujemne otoczenie cien-
kosciennych naczyn we wiokniako-migsaku. Pow. 400 x
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Fig. 5. GFAP-positive perivascular elements of sinusoidal vessels in fibrosarcoma. x 400

Ryc. 5. GFAP-immunododatnie elementy okolonaczyniowe wokol naczyn zatokowatych we
wiokniako-migsaku. Pow. 400 x

Fig. 6. Negative GFAP immunostaining of perivascular elements at the margin of giant cell
sarcoma. Positive staining of astrocytes in peritumoral zone. x 400

Ryc. 6. Brak odczynu GFAP w elementach okolonaczyniowych w czgéci brzeznej migsaka
olbrzymiokomorkowego. Dodatni odczyn w astrocytach tkanki okotoguzowej. Pow. 400 x
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Fig. 7. GFAP-immunostained elements abutting on the blood vessels near the margin of giant cell
sarcoma. x 400

Ryc. 7. GFAP-immunododatnie elementy komorkowe przylegajace do Scian naczyn w czesci
brzeznej migsaka olbrzymiokomorkowego. Pow. 400 x
Fig. 8. GFAP-immunostained reactive astrocytes in the zone of peritumoral edema in fibrosar-
coma. x 200

Ryc. 8. GFAP-immunododatnie astrocyty odczynowe w obrzgkowej tkance wokot wioknia-
ko-migsaka. Pow. 200 x
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another one presented immunostained astrocytes abutting on blood vessels in
the marginal zone (Fig. 7).

Perivascular tissue was GFAP-immunonegative in all extracerebral com-
ponents of fibrosarcomas and giant cell sarcomas.

A chance finding was a row of GFAP-positive cellular processes, probably
a residue of subpial glial fibres between the intra- and extracerebral part of the
tumor.

Strong GFAP immunostaining was expressed by the reactive astrocytes
contiguous to the tumors margin as well as in the peritumoral zone of edema
(Fig. 8).

DISCUSSION

The glial component of experimental brain sarcomas was not reported in
the carliest papers (Seligman, Shear 1939; Arnold, Zimmerman 1943; Zim-
merman, Arnold 1943). “Ortstindige Gliazellen” have been noted in ex-
perimental sarcomas by Janisch (1966), but due to the scarcity of spontaneous
cerebral sarcomas and the discontinued since method of their topical induction,
the problem of intratumoral glia was not investigated any further. Recently
immunocytochemical identification of even singular cellular elements or their
fragments in tissue of alien origin allowed to continue the study.

The lack of GFAP-positivity in neoplastic cells of both types of murine
sarcomas confirms the observations on human cerebral sarcomas (Eng,
Rubinstein 1978; Duffy et al. 1980; Schiffer et al. 1980) and on the mesodermal
component of gliosarcomas (Deck et al. 1978; Schiffer et al. 1983; Bonnin,
Rubinstein 1984; Slowik et al. 1985). In the presented murine sarcomas the glial
elements beside scarce number of oligodendroglial cells are represented by the
immunostained scattered and grouped astrocytic cells and some preserved
perivascular structures. In normal conditions the human and murine nervous
tissue displays, also in EM the distinct immunohistochemical GFAP reaction
product in the astrocytic endfeet abutting on the blood vessel walls (Schachner
et al. 1977; Vander Meulen et al. 1978).

In the present material perivascular GFAP-positive astrocytes are much
better demonstrated in fibrosarcomas which to a great extent invade the
nervous tissue from the meninges than in giant cell sarcoma which reveals
a lack of the GFAP-positive layer of astrocytes or their endfeet, particularly in
the central areas of tumors. The difference may be evidence of early destruction
of perivascular astrocytes by neoplastic proliferation originating in the vascular
walls. In human gliomas the pericapillary or perivascular GFAP immuno-
staining varies from fragmentary (Van der Meulen et al. 1978) to well marked
(Kimura et al. 1986; Cras et al. 1988). The idea that all the vessels in giant cell
sarcoma originate from the neoplastic growth and, therefore, are lacking their
GFAP-positive surrounding cannot be ignored. On the contrary, the majority
of the vessels of a fibrosarcoma might be of autochthonous cerebral origin.
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The reason for the long lasting discussion on the origin of giant cell
sarcoma/glioblastoma (Shuangshoti, Netsky 1971; Duffy et al. 1980; Schiffer et
al. 1980) is reflected further by a single case of a tumor consisting of some
GFAP-positive immunostained giant and lymphoid-like cells, deprived, how-
ever, of other histological features of a glioma. The GFAP-positive giant cells
are considered to be the best evidence for glial origin of so-called monstrocel-
lular sarcomas of the brain, whereas their negativity does not confirm their
sarcomatous origin (Schiffer et al. 1980, 1983).

A moderate number of glial cells scattered among neoplastic tissue with
a tendency to increase towards the periphery of the tumor and the glial islands
located only at the periphery are evidence of gradual incorporation of adjacent
nervous tissue into the tumors of both types. Moreover, the number of
scattered astrocytic cells demonstrated in fibrosarcomas seems to be related to
a higher number or visualized GFAP-positive perivascular structures and can
represent either their remnants or residues of stromal astrocytes better
preserved due to longer functioning of perivascular astroglia. The mingling of
singular immunostained astrocytes with neoplastic cells of human metastatic
lung, breast and renal carcinomas mostly towards the periphery of brain
metastases indicates the course of glial involvement (Epstein et al. 1984;
Luevano et al. 1986).

Increased peritumoral GFAP immunostaining of reactive astrocytes corre-
sponds to that observed in the edematous zone around murine and rat tumors
including the perivascular astrocytic layer (Conley 1979; Mauro et al. 1983).

ELEMENTY GLEJOWE W DOSWIADCZALNYCH MIESAKACH SRODMOZGOWYCH

Streszczenie

W poszukiwaniu tkanki glejowej wcielonej w nowotwory mezodermalne moézgu wykonano
badanie kwasnego glejowego biatka komorkowego (GFAP) w 20 przypadkach doswiadczalnych
migsakow wywolanych w OUN myszy wszczepionym miejscowo metylocholantrenem. Srodmoz-
gowe czgsci guzow byly wiokniako-migsakami lub migsakami olbrzymiokomorkowymi. Poza
nielicznymi, rozproszonymi GFAP-dodatnimi astrocytami lub ich wypustkami w centralnych
czg$Sciach wiokniako-migsakow oraz malymi wyspami komorek glejowych wcielonych w czesci
brzezne nowotworu, czgstszymi we wlokniako-migsakach niz w migsakach olbrzymiokomor-
kowvch. obserwowano dodatni odczyn GFAP w astrocytach okolonaczyniowych wiloknia-
ko-migsakow, bardziej wyrazony w polach brzeznych

Przeciwnie do tych obserwacji, astrocyty okolonaczyniowe w migsakach olbrzymiokomor-
kowych nie wykazywaly odczynu GFAP w wigkszosci przypadkow oprocz pojedynczych naczyn
w strefie brzeznej kilku guzow. Dodatni odczyn GFAP w astrocytach okolonaczyniowych we
wlokniako-miesakach, a brak GFAP-dodatnich astrocytow lub ich wypustek wokol naczyn
migsakow olbrzymiokomorkowych moze stanowic¢ argument w dyskusji o pochodzeniu migsakow
olbrzymiokomorkowych.
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Progressive myoclonus epilepsy (PME) constitutes a symptomatic complex
encountered in various CNS disorders including storage diseases and a group
of conditions representing a system degeneration of CNS (Lance 1986). In the
latter category of disorders neurological abnormalities of slowly progressive
character appear usually in childhood or adolescence and besides myoclonus
and epilepsy, commonly comprise cerebellar ataxia (Ramsay Hunt 1921: Roger
et al. 1968; Koskiniemi et al. 1974). Morphological alterations of degenerative
type, observed, however, in various CNS areas, they reveal a predilection for
the cerebellar and brainstem structures (Ramsay Hunt 1921; Roger et al. 1968;
Choteau et al. 1980; Marsden et al. 1982; Habib et al. 1985).

We report a case representing a unique coexistence of lateralized action
myoclonus, epilepsy and cerebellar signs with the word deafness syndrome,
characterized by late onset and rapid progression displaying unusual as-
sociation of multifocal and system degeneration of CNS.

CASE REPORT

A 49-year-old woman was admitted in February, 1984 after episodes of
violent, right sided jerks, with a four month history of hearing disturbances,
myoclonus and gait unsteadiness.

The first symptom of her disease, hearing difficulties, soon producing
complete deafness appeared in November 1983, not preceeded by any
infectious illness. At that time only slight awkwardness of her upper right limb
and mild gait disturbances had been noted (she was prosthesized at the knee
level after a traffic accident in childhood, but afterwards could walk unaided).
Since the end of December 1983 mild, but gradually increasing myoclonic
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movements in the right upper limb and right mouth corner developed. The
family history was negative regarding hereditary disorders, her 10-year-old
daughter was healthy. The pure tone audiogram performed in December 1983
revealed hearing loss not exceeding 30 dB on the right and 15 dB on the left
above 2 kHz. Other laboratory findings including vestibular functions, brain
stem evoked auditory potentials, EEG and CSF examination were normal.

On admission the patient was alert and oriented, however, presented severe
verbal comprehension impairment so communication with her was possible
only by written instructions. Spontaneous speech was dysarthric and eyplosive.
The myoclonic jerks, almost continuous, abrupt, irregular and asynchronous
involved the right side of the face, palatopharyngeal muscles and upper right
limb. They were worsened by any external stimuli, emotions and voluntary
action, did not appear during sleep but persisted, however they were less severe
at rest. The cranial nerves were otherwise normal, the optic discs and retinae
unchanged. Tendon reflexes were brisker on the left, the muscle tone was
slightly reduced. Nystagmus was absent, the other cerebellar functions were
difficult to evaluate because of severe myoclonus, but a mild dysmetria,
intension tremor and adiadochokinesis were found. The patient could not walk
or even sit without assistance. Remote and recent memory were normal.
Routine examination of the blood and urea were normal except for elevated to
110/h sedimentation rate, normalized within next two months. ECG, radio-
graphs, virological and immunological tests were normal. CSF on numerous
occasions showed no abnormalities. Repeated EEG showed diffuse spike
discharges due to muscle artefacts, subsiding after injections of Clonazepam or
Diazepam. Otherwise, sporadical spikes or slow waves predominantly over the
left temporo-occipital area were seen against a background of low voltage,
accelerated activity. An electrocochleogram disclosed a well preserved peri-
pheral cochlear function, brain stem evoked auditory potentials were unremark-
able. CT in March 1984 showed a small hypodense area in the right
temporo-parietal region, but repeated twice afterwards revealed no alterations.

Because of the clinical suspicion of atypical viral infection the patient was
given Encorton (60 mg pro die) and Isoprinosine (5000 mg pro die). Myoclonus
after treatment with Nitrazepam (30 mg pro die) and Valproic Acid (1500 mg
pro die) became less severe, however, sporadically myoclonic jerks appeared in
the left upper limb.

Neuropsychological examination performed during the clinical improve-
ment revealed that the patient could name different objects even difficult for
articulation, answered correctly the written questions and arranged appro-
priately letters to compose the words. In favourable test conditions she stated
that she could hear the speaker’s voice but did not understand the meaning of
the utterances, not even the most simple words. She was unable to repeat any
syllables or consonants, sometimes only she could repeat the vowels. At the
same time, she correctly identified nonverbal environmental sounds and
counted claps performed outside her field of vision. All these data allowed to
diagnose a word deafness syndrome.
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The patient was discharged home in July, 1984, but frequent generalized
epileptic seizures occurred, so she was readmitted to the hospital. Soon, she
became bedridden, incapacitated, could not feed herself. In December, 1984
tracheosthomy was performed. The last period of life was complicated by
bronchial and urinary infections. She died suddenly at the age of 50 because of
abrupt cardiorespiratory arrest, 16 months after the onset of the disease.

General autopsy showed pulmonary edema, tracheobronchitis, myocardio-
fibrosis and mild atheromatosis.

Neuropathological examination

The arteries at the base of the brain were patent and showed no
atheromatosis. On coronal sections small focal zones of tissue rarefaction were
found in the cortex of both superior temporal gyri involving Heschl’s gyri and
in the left sensorimotor area. The red nuclei seemed to be darkly stained.
Microscopically, in the right hemisphere, small band of the cortex around the
. Sylvian fissure with the upper fragment of the superior temporal gyrus,
adjacent insula and lower fragment of inferior frontal gyrus were affected. In
these areas complete destruction of cortical architecture was visible with
microcystic degeneration of the tissue, neuronal disappearance, capillary
proliferation and prominent gliosis with hypertrophic astrocytes and microglia
(Fig. 1a, b, c, d). Glial cells proliferation was diffuse, only in some places small
glial nodules were seen. The adjacent cortex showed a spongy state limited to
the II and III layers, moderate neuronal loss, diffuse and focal gliosis with
especially numerous rod cells. Only few blood vessels at the margins of the
lesion surrounded the mononuclear infiltrates (Fig. 2). In the cortex of the left
superior temporal gyrus within the lower lip of the Sylvian fissure and in the
left sensorimotor area small, the focal alterations, similar in nature, were
distinctly less intensive (Fig. 3). The cerebral white matter disclosed mild,
diffuse myelin pallor without glial or inflammatory reactions. Small arteries
were slightly fibrotic, perivascular spaces were enlarged, without infiltrates.

In the cerebellum strikingly asymmetrical atrophy of both dentate nuclei
was found, involving the dorsal lamina of the left dentate nucleus and the
ventral lamina on the right (Fig. 4). In these areas complete neuronal loss was
present accompanied by mild gliosis and capillary proliferation (Fig. 5a). The
other fragments of both dentate nuclei showed only mild diminution of
neuronal population with the occurrence of ballooned or atrophied nerve cells
(Fig. 5b). The left dentate hilus displayed diffuse demyelination. Emboliform
and globoss nuclei were similarly affected. Cerebellar cortex showed mild,
focally accentuated loss of Purkinje cells with Bergmann glia proliferation.
Superior cerebellar peduncles were asymmetrically damaged: the left one
showed degeneration of its upper part, meanwhile the lesion of the right one
was confined to its lower fragment (Fig. 6). In both red nuclei some neurons in
the parvocellular area revealed degenerative changes with concomitant gliosis.
The C1 segment of the spinal cord, only available, was not damaged.

9 — Neuropatologia Polska 4/89
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Fig. 1. Areas of cortical damage: a. Complete destruction of cortical architecture in right superior

temporal gyrus. H—E.x 100. b. Few persisted damaged nerve cells (arrow) in the same area.

H—E. x 200. ¢. Vascular proliferation in the same area. PAS. x 100. d. Diffuse glial cell proliferation
in the same arca. PTAH. x 200

Ryc. 1. Ogniska uszkodzen korowych: a. Zatarcie budowy warstwowej kory w zakrecie skronio-

wym gornym prawym. H—E. Pow. 100 x . b. Pojedyncze uszkodzone komorki nerwowe (strzatka)

w tej samej okolicy. H—E. Pow. 200 x . ¢. Rozplem naczyn krwiono$nych w tym samym obszarze.

PAS. Pow. 100 x . d. Rozlany rozplem komorek glejowych w tym samym obszarze. PTAH. Pow.
200 x
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Fig. 2. Perivascular mononuclear infiltrate at the margin of cortical degeneration. H—E. x 100

Ryc. 2. Okotonaczyniowy naciek jednojadrzasty w brzegu ogniska uszkodzenia w korze. H—E.
Pow. 100 x

Fig. 3. Degenerated neurons and cellular gliosis in the left sensorimotor cortex. H—E. x 200

Ryc. 3. Zmiany zwyrodnieniowe neuronow i ogniskowe pomnozenie komorek glejowych w lewej
okolicy czuciowo-ruchowej. H—E. Pow. 200 x
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Fig. 4. Damage of deep cerebellar nuclei and their efferents. Degeneration of both dentate nuclei
(arrows) and demyelination of the left dentate hilus. L — left, R — right side. Kliiver — Barrera.
Gross magn.

Ryc. 4. Uszkodzenie jader glgbokich moézdzku i ich drog odprowadzajacych. Zwyrodnienie jader
zebatych mozdzku (strzalki) oraz demielinizacja wngki lewego jadra zgbatego. L — lewa,
P — prawa strona. Kliiver— Barrera. Pow. lupowe

Fig. 5a. Total loss of neurons in the dorsal lamina of left dentate nucleus. Kliiver — Barrera. x 200.
5b. Numerous preserved neurons in the ventral lamina of the same dentate nucleus. Klii-
ver — Barrera. x 200
Ryc. 5a. Zanik komorek nerwowych blaszki gornej lewego jadra zgbatego. Kliver — Barrera. Pow.

200 x . 5b. Liczne zachowane neurony blaszki dolnej tego samego jadra. Kliiver — Barrera. Pow.
200 x
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DISCUSSION

The association of PME with the word deafness syndrome is unique and to
our knowledge was not described previously. On pathological grounds our
case resembles those Ramsay Hunt syndrome cases with prominent den-
tato-rubral atrophy, however, at present. this syndrome is considered to be
a multifactorial disorder rather than a specific clinicoanatomical entity (Gray et
al. 1986). Neither can we include our case into any definite PME group of
disorders (Berkovic et al. 1986) nor conclusively eliminate, the clinically
suspected, role of an atypical viral agent. The etiology remains unclear,
however, an uncommon coexistence of multifocal and system, but asymmetri-
cal CNS degeneration disclosed, and the potential relevancy of the topography
of lesions to the clinical presentation seem to be noteworthy.

Only partial destruction of cerebellar nuclei in our patient was probably
due to the short duration of the pathological process, as compared with other
PME cases, typically with long lasting course. The presence of asymetrical
damage of dentate nuclei in a patient with a distincly lateralized manifestation
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of myoclonus, as was disclosed, seems to suggest their possible pathogenetical
relations. However, the precise causative mechanisms of myoclonus are still not
fully elucidated. Clinical observations of the beneficial effect of 5-hydroxytryp-
tophan and benzodiazepines point to the alterations in the serotoninergic and
GABA-ergic system (Marsden et al. 1982; Lance 1986; Menini, Naquet 1986).
Neuropathological studies often disclosed in PME dentate nuclei lesions
(Ramsay Hunt 1921; Roger et al. 1968; Bird, Shaw 1978), but besides them,
damage of various brain areas such as of cerebellar cortex or olivary nuclei is
also well documented (Koskiniemi et al. 1974; Habib et al. 1985; Logigian et al.
1986). Therefore, dentate nuclei damage does not represent a common
anatomical substrate of myoclonus. Nevertheless, it seems that in individual
cases the participation of dentate nuclei lesion in the production of myoclonus
deserves consideration. The present case might, as we believe, illustrate such
a possibility, however further clinicopathological correlations are necessary to
clarifv this problem.

Apart from cerebellar damage, small, focal lesions confined to the cortex
exclusively and responsible for word deafness were disclosed. But few cases of
PME with deafness have been reported (May. White 1960; Baraitser et al. 1984)
none. however, displayed a word deafness syndrome as that exhibited by our
patient. The finding of circumscribed, bitemporal injuries moreover is as yet
unique. Previously reported auditory disturbances of cortical origin were
accompanied by deep, left temporal lobe lesion, or bitemporal, always
widespread and mainly vasogenic damage (Geschwind 1965; Barraquer-Bordas
et al. 1980; Buchman et al. 1986; Mendez, Geehan 1988); both of them
disconnecting Wernicke’s area from auditory input. In our patient bitemporal
cortical lesions affected in addition to Heschl’s gyri only small portions of the
insula and inferior frontal gyrus on the right, hence involved mainly the
primary auditory cortex. They generally spared the accessory auditory centres,
which are suggested to be responsible for the comprehension of elementary
sounds (Dewson et al. 1969; Celesia 1976). Therefore, our findings strongly
support, the recently postulated critical role of Heschl’s gyri, representing
primary auditory centres, for the interpretation and processing of speech, and
independent participation of auditory association cortex in decoding and
analysing nonverbal sounds (Coslett et al. 1984). However mild were the
auditory deficiencies disclosed in our patient by audiologic study, we agree
with Buchman et al. (1986) that the term word deafness, rather than pure word
deafness, more appropriately defines speech comprehension defects in such
cases.

Cortical lesions, considered to be primary, were rarely described in PME
(Haltia et al. 1969; Bird, Shaw 1978). In our case, the early involvement of the
cerebral cortex was documented by CT scan, however, only one of the cortical
foci and only once could be detected. It is easily explicable by the small size of
the cortical foci, as well as the type of tissue damage disclosed. The involvement
of the cortex in PME cases, even if uncommon, may not be coincidental but,
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alternatively might reflect certain differences of the pathogenesis and etiology
within this heterogenous group of disorders.

ZESPOL GLUCHOTY SLOWNEJ WSPOLISTNIEJACY Z POSTEPUJACYMI,
NIESYMETRYCZNYMI MIOKIL.ONIAMI. PADACZKA I OBIAWAMI MOZD7ZKOWYMI
W PRZEBIEGU OGNISKOWYCH ORAZ UKLADOWYCH ZMIAN
ZWYRODNIENIOWYCH W OSRODKOWYM UKLADZIE NERWOWYM

Streszczenie

Opisano przypadek 49-letniej kobiety, u ktorej do zespotu gluchoty stownej dolaczyly si¢
postepujace, niesymetryczne mioklonie, padaczka i dyskretne objawy moézdzkowe. Zespot kliniczny
cechowal poézny poczatek choroby i szybki, niepomysiny przebieg. Badanie neuropatologiczne
wykazalo drobne, korowe ogniska uszkodzen tkankowych o charakterze zwyrodnieniowym
z dominujacym, obustronnym zajeciem pierwszorzedowych osrodkow stuchowych. Tak ograniczo-
ny tvp zmian korowych ma charakter unikalny. poniewaz w znanvch 7 pisSmicnnictwa przypadkach
gluchoty stownej opisywano rozlegle, zazwyczaj naczyniopochodne uszkodzenia zarowno kory. jak
tez istoty bialej. Opisany przypadek zdaje si¢ potwierdzac¢ przypuszczenie o dominujacej roli
pierwszorzgdowych osrodkow stuchowych w interpretacji i percepcji mowy oraz udzial dodat-
kowych osrodkoéw stuchowych w percepcji prostych bodzcow niewerbalnych.

Na uwage zastluguje ponadto niesymetryczny typ uszkodzen jader glebokich mozdzku
sugerujacy ich mozliwy zwiazek patogenetyczny w mechanizmie powstawania ruchow mioklonicz-
nych. Wspolistnienie uszkodzen korowych oraz mézdzku, moze wskazywa¢ na pewne wspolne
czynniki etiopatogenetyczne w obrebie grupy schorzen z objawami postgpujacej padaczki
mioklonicznej.
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EFFECT OF VALPROIC ACID ON THE MORPHOLOGY
OF THE RAT CEREBELLUM AND BRAIN STEM*
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The pathogenesis of central nervous system (CNS) injuries in patients with
chronic epilepsy has not been, as yet, fully elucidated. Among the reasons
which evoke organic alterations of the nervous tissue two are believed to be
most important: frequent epilepsy attacks causing changes described as
post-seizures (Tarnowska-Dziduszko 1976; Markiewicz, Dymecki 1978: Dyme-
cki 1981; Majkowski 1986) and the toxic effect of anticonvulsants, mainly
affecting the cerebellum (Meyler, Herxheimer 1968; Woodbury et al. 1972;
Karkos 1973; Frey, Janz 1985). On the basis of autopsy material and
experimental findings it has been ascertained that the earliest and most intense
morphological lesions in the CNS in cases of epilepsy are found in the
cerebellum and in the hippocampal cortex (Karkos 1973; Tarnowska-Dzidusz-
ko 1976; Dymecki 1981; Majkowski 1986). Structural elements of the cerebel-
lum are characterized by a high susceptibility to the action of toxic factors both
endo- and exogenous (Collins 1970; Majkowski 1986). Some antiepileptic drugs
like phenytoin, tend to cumulate in this organ (Karkos 1973; Majkowski 1986).
Moreover, the biochemical specificity of the cerebellar tissue which includes
intensive protein metabolism and high concentration of cyanocobalamin may
be of importance in the pathomechanism of convulsive attacks and the activity
of antiepileptic drugs (Reynolds 1968).

Hitherto, the pathological basis of experimentally induced organic damage
to the cerebellum under the influence of long-term application of antiepileptic
drugs like phenytoin, phenobarbital, ethosuximide, primidone has been stud-
ied. The lesions found, were ascribed to the duration of administration of drugs
used in such experiments (Karkos 1973; Frey, Janz 1985; Majkowski 1986).

In the available literature we did not find data describing the mor-
phological picture of the brain of rats given chronically therapeutic doses of
valproic acid (VPA). This drug is a relatively new antiepileptic, though it has
been known since 1881. However, the anticonvulsant properties of VPA were
not known before the 60-s of this century. Chemically, VPA is a short-chain

* This work was done within Research Programme R-15
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n-propyl acetic acid, thus, its structure markedly differs from other antiepileptic
drugs which have a more complex structure. When introduced for therapy,
VPA became the most frequently used drug in cases of epilepsy. Its wide
activity spectrum as an antiepileptic has made it efficient in more types of
attacks comparing to another drugs which show their beneficial effects only in
cases of a single form of seizure. VPA is used as one of the drugs of first choice
in cases of generalized, in partial and complex (mixed) seizures, as well as febrile
and metabolic convulsions (Chiba et al. 1985; Cloyd et al. 1985; Wallace 1986).
The mechanism of action of VPA has not been fully explained up till now. It
was shown that the drug did not inhibit bursts in the epileptic foci, but it
prevented propagation of secondary bursts (Van Duijn, Backmann 1975). This
is connected, among other things, with an increased concentration of GABA in
the synapses (VPA inhibits GABA transferase and succinic acid semi-aldehyde
dehydrogenase), higher concentration of nervous tissue monoamine degrada-
tion products (5-hydroxyindolacetic acid and homovanilic acid) and with an
increased cell membranes permeability to selected ions (mainly K *) (Chadwick
et al. 1975; Loscher 1981; Strolin et al. 1984; Franceschetti et al. 1986;
Majkowski 1986; Jakubiec et al. 1988).

Our recent studies (Sobaniec et al. 1989) have indicated an inhibitory action
of VPA upon the increase of lipid peroxides which like an avalanch are formed
during experimental seizures. Many publications devoted to VPA or its
derivatives concern the toxic effect of this drug on the parenchymal organs. in
particular liver, pancreas and kieneys (Suchy et al. 1979; Sussman, McLain
1979; Coulter, Allen 1980; Eeg-Olofsson, Lindskog 1982; Lewis et al. 1982;
Warter et al. 1983). It has been shown that this substance, mainly after
long-term therapy can bring about hyperammonemia, hypoglycemia, homeo-
statis disorders, functional disturbances in the CNS, and even death (Hyman et
al. 1979; Suchy et al. 1979; Ware, Millward-Sadler 1980; Eeg-Olofsson,
Lindskog 1982; Wyllie et al. 1982; Strolin 1984). The above facts inclined us to
undertake morphological studies on the effect of long-term application of VPA
on particular systems and organs of rats. In this paper we present a part of the
results of our experiments in rats to which VPA was administered. These
results include the effect of VPA upon the morphology of the cerebellum and
brain stem.

MATERIAL AND METHODS

The experiments were carried out on 150 male Wistar rats (body weight
160 — 180 g) preselected according to classic pharmacological screening tests.
Five groups of animals to which VPA was given for 1, 3, 6, 9 and 12 months
included 100 rats. Every experimental group was followed by a group of 10
control animals. 3

Valproic acid (Vupral, Polfa) dissolved in physiological saline was given to
rats through a metal gastric tube in a dose of 200 mg/kg, once daily, before
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feeding (Frey, Janz 1985); ED4, in animals with cardiazol seizures amounted to
179 — 1020 mg/kg if given orally, and 200 mg/kg if given i.p. (to block kindling).
Control rats were given physiological saline in the same amount as the animals
used for the experiment. During its course the neurological and somatic status
of the rats were observed. The animals were weighed every two weeks to
correct the amount of the drug administered. After 1, 3, 6, 9 and 12 months the
animals were decapitated. The brains were fixed in a neutralized 10%
formaldehyde solution. The fixed material was elaborated routinely to paraf-
fin-embedded sections. The cerebellum was cut serially at three planes
— frontal, sagittal and horizontal. The brain stem was cut horizontally. The
following histological staining methods were used: Mayer’s hematoxylin and
eosin (HE), Kliiver — Barrera, Heidenhain, Gomori.

RESULTS

The most frequent neurological disorder ascribed to cerebellar lesions was
ataxia (14 animals) which occasionally occurred after 3 months of the
experiment and became more intense and frequent after 6, 9 and 12 months.

Neuropathological examination

Macroscopically. in some animals given VPA for 6. 9 and 12 months edema
and hyperemia of pia mater was found.

The earliest microscopical changes in the cerebellum were noted 6 months
- after starting the experiment. Most susceptible to the pathogenic factor
appeared to be Purkinje cells. In single cases vacuolar degeneration of
particular ganglion cells was observed. It consisted in cell swelling with
appearance of sharply demarcated vacuoles within the cytoplasm. In some
places Purkinje cells showed homogenization characterized by diffuse tigro-
lysis, pycnosis and disintegration of perikarya (Fig. 1).

The microscopic picture of the cerebellum from animals after 9 and 12
months revealed changes of parenchymal and mesenchymal elements, most
intense in the latter group of rats. Purkinje cells exhibited chromatolysis of
various intensity, including necrosis, often showed homogenization (Fig. 2 and
3). In some of them vacuolar degeneration was seen. Almost in half of the
screened preparations the number of Purkinje cells became reduced, though the
degree of their loss was different. One could see a loss of single ganglion cells, at
some places its range reached 1/3 to 1/2 of their total amount, and somewhere
within the lobules only some remaining cells were visible (Fig. 3). An extensive
loss of Purkinje cells was most frequently found at the bottom and around sulci
(Figs 2 and 3) while at the protuberance of folia the number of preserved
ganglion cells was greater. As a rule, loss of Purkinje cells was accompanied by
a rarefaction of the granular layer, mainly within the bottom of sulci and
sometimes by its narrowing (Figs 2 and 3). Coarse-grained and often irregularly
stained nuclear chromatin of the granular cells and shrunken or disintegrated
nuclei were visible. In most preparations the molecular layer was of normal
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Fig. 1. Purkinje cells showing homogenous changes. 6 months of VPA administration. HE. x 400

Ryc. 1. Komorki Purkinjego wykazujace cechy schorzenia homogenizacyjnego. 6 miesigcy
podawania VPA. HE. Pow. 400 x

thickness and only rarely it was narrowed. In some preparations a focal
proliferation of Bergmann’s glial cells was observed. Focal spongiosis followed
by diffuse loss of ganglion cells was visible in the Purkinje cell layer (Fig. 4).

Ganglion cells of the deep cerebellar nuclei, in particular of dentate and
fastigial ones showed degeneration of various intensity, though not frequently.
Within those nuclei loss of nerve cells was observed, while some preserved
neurocytes were hyperchromic and showed less or more advanced shrinkage
(Figs 4 and 5). At places the structure of nuclei was loosened.

White matter of particular convolutions was frequently rarefied (Fig. 3).
The lumen of many blood vessels was narrowed due to swollen endothelial
cells. The structure of the vessel walls became blurred; in some cases around the
vessels of greater caliber, mainly arteries, the perivascular space was widened
and filled with exudate and red blood cells (Fig 6). Erythrorrhagies or
somewhat larger hemorrhagic foci were found most often in the white matter of
cerebellar convolutions (Figs 6 and 7). Nerve tissue around these extravasa-
tions was variously damaged showing disintegration of myelin sheaths.
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Fig. 2. Loss of Purkinje cells at the bottom of the sulcus. Preserved ganglion cells with homogenous
changes, rarefied granular layer. 9 months of VPA administration. HE. x 80

Ryc. 2. Ubytki komoérek Purkinjego na dnie rowka, zachowane komorki zwojowe z cechami
schorzenia homogenizacyjnego, przerzedzenie warstwy ziarnistej. 9 miesigcy podawania VPA. HE.
Pow. 80 x

Taking into account the topography of Purkinje cell abnormalities we are
of opinion that in most cases they were similar in intensity in the cerebellar
hemispheres and in vermis. Peripheral folia exhibited less advanced changes
than those lying deeper, near the white matter of the lobuli.

In rats given VPA for 6 months we observed tissue loosening in the brain
stem. In those given VPA for 9 and 12 months a more loosened structure of the
brain stem white matter was observed due to microvacuolization of the tissue
(Fig. 8). Within some longitudinal tracts microcavities irregularly shaped were
visible. They developed probably from confluent microvacuoles. Staining for
myelin revealed only unimportant abnormalities of single myelin sheaths. In
the group of rats which survived 12 months of experiment we could observe
large neurocytes of some brain stem nuclei, mainly of gigantocellular nucleus
and of ventral cochlear pontine nucleus, which were enlarged, showed blurred
cell contours, dispersed Nissl’s substance and disintegration of perikarya (Fig.
9). The preserved cell nuclei were at some places shrunken and pycnotic, at
another ones they were swollen. As the result of neurolysis the number of
ganglion cells was reduced and ghost cells were frequently visible (Fig. 10). In
some preparations near the swollen and disintegrating neurocytes the other
ones showing features of shrinkage were seen. Moreover, one could observe
a rarefied neuropil in altered pontine nuclei.
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Fig. 3. Narrowing and rarefaction of granular layer. Extensive loss of Purkinje cells, single
preserved Purkinje cell shrunken, white matter rarefied. 12 months of VPA administration.
HE. x 80
Ryc. 3. Zwezenie i przerzedzenie warstwy ziarnistej, rozlegle ubytki komorek Purkinjego,
pojedyncza zachowana komorka zwojowa obkurczona, istota biala przerzedzona. 12 miesigcy
podawania VPA. HE. Pow. 80 x

g 4 . 3 s LY
Fig. 4. Loss of ganglion cells of dentate nucleus. 9 months of VPA administration.
Kliver — Barrera. x 80.

Ryc. 4. Ubytek neuronow jadra zebatego. 9 miesigcy podawania VPA. Kliiver — Barrera. Pow. 80 x
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Fig. 5. Loss of nucleus fastigii neurons. Preserved nerve cells hyperchromid, shrunken. Loosening of
tissue structure. 12 months of VPA application. HE! x 120
Ryc. 5. Zanik neuronow jadra stropu. Zachowane neurony nadbarwliwe, obkurczone. Struktura
tkanki rozrzedzona. 12 miesigcy podawania VPA. HE. Pow. 120 x

Fig. 6. In widened perivascular space erythrorrhagies are visible. 9 months of VPA administration.
Gomori impregnation. x 100

Ryc. 6. Poszerzenie przestrzeni okolonaczyniowej z obecnoscia krwinkotokow. 9 miesigey
podawania VPA. Impregnacja met. Gomoriego. Pow. 100 x

http://rcin.org.pl



600 W. Sobaniec et al.

Fig. 7. Fresh perivascular hemorrhage within white matter of convolution, narrowed granular layer
and loss of Purkinje cells. 12 months of VPA administration. Gomori impregnation. x 100
Ryc. 7. Przynaczyniowe $wieze ognisko krwotoczne w istocie bialej podkorowej, zwezenie warstwy
ziarnistej i zanik komorek Purkinjego. 12 miesigcy podawania VPA. Impregnacja met. Gomoriego.
Pow. 100 x
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Fig. 8. Spongiosis within the pontine raphe. 9 months of VPA administration. Kliiver—
Barrera. x 120

Ryc. 8. Zwyrodnienie gabczaste w obrebie szwu mostu. 9 miesiecy podawania VPA. Klii-
ver—Barrera. Pow. 120 x
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Fig. 9. Damage of neurons of ventral cochlear nucleus, loosening of tissue structure. 12 months of
VPA administration. HE. x 200
Rye. 9. Uszkodzenie neuronéw jadra Slimakowatego brzusznego, rozluznienie struktury tkanki. 12
miesigcy podawania VPA. HE. Pow. 120 x

Fig. 10. Irreversible damage of large neurocytes of gigantocellular nucleus. Ghost-cells are visible.
12 months of VPA administration. Kliiver — Barrera. x 200
Ryc. 10. Zmiany ci¢zkie duzych neuronow jadra olbrzymiokomorkowego, widoczne rowniez cienie
komorek zwojowych. 12 miesigcy podawania VPA. Kliiver —Barrera. Pow. 200 x
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Vascular plexuses of the fourth ventricle were initially strongly hyperemic
and following 6, 9 and 12 months they became markedly edematous, too.

DISCUSSION

Long-term administration to rats of an anticonvulsant — Vupral in the
dose of 200 mg/kg/day leads to a damage to several anatomical structures of
cerebellum and brain stem. The harmful effects appear not earlier than after
6 months and during later stages of the experiment they become more intense.
Morphological changes found in cerebellum and brain stem are not specific.
They are wide-spread and of various intensity, without any topographic
predilection.

Long-term application of anticonvulsant drugs in humans and in ex-
perimental animals can be the cause of functional disturbances and mor-
phological alterations in CNS (Karkos 1972, 1973; Woodbury et al. 1972;
Hyman 1979; Majkowski 1986). However, it should be mentioned that not all
authors share this opinion, and so Dam (1970) who did not find organic lesions
in the cerebellum of experimental animals given diphenylhydantoin threw away
a possible toxic effect of this drug upon CNS.

It has been accepted that functional disturbances of CNS are brought about
by the inhibitory action of anticonvulsant drugs on the synaptic transmission
(Karkos 1973; Frey, Janz 1985; Majkowski 1986). As the cerebellum is
a structure having neuronal connections of a multisynaptic type, this group of
drugs weakens its function that results in cerebellar symptoms like ataxia
(Karkos 1973). This fact has been confirmed in the present work. Mor-
phological alterations observed by us in cerebellum which developed upon the
long-term administration of VPA are closely related to those reported by
Karkos (1973). This author describes structural changes which he already could
observe in the cerebellum of rats given anticonvulsant drugs phenytoin,
phenobarbital, ethosuximide and primidone after one and three months. These
changes occurred much earlier in the animals used by him than in rats used in
our experiments. We found evident lesions in ganglion cells not earlier than
6 months after starting the experiment. Herman et al. (1978) found similar
neuropathological changes both in cerebellum and in the brain stem in rats
after a long-term administration of neuroleptics — oxazepam and proptylin.

Taking into account the time of appearance of morphological changes one
can assume VPA as a markedly less neurotoxic drug comparing to traditional
antiepileptics used in the experiments by Karkos (1973). However, certain
authors, among others Coulter and Allen (1980) have pointed to the signs of
CNS damage caused by VPA and introduced a term “valproic encephalopa-
thy”. According to a view represented by several authors organic changes in
CNS evoked by anticonvulsant drugs are mainly the result of toxic action due
to overdosage (Karkos 1973; Frey, Janz 1985; Majkowski 1986). Excess of
nonmetabolized anticonvulsants or toxic metabolites formed during their
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transformation in the organism bring about nervous tissue damage acting
directly upon parenchyma, i.e. cerebellar ganglion cells and glia, on the blood
vessels and on the body internal organs. In the case of VPA it can affect liver,
kidneys and pancreas (Suchy et al. 1979; Sussman, McLain 1979; Coulter, Allen
1980; Warter et al. 1983; Compostrini, Muclow 1985; Majkowski 1986). This in
turn, can be the cause of secondary CNS lesions exemplified by the symptoms
of encephalopathy due to a long-term application of VPA and resulting from
hyperammonemia (Coulter, Allen 1980; Strolin et al. 1985; Compostrini,
Muclow 1985; Marescaux, Ouwier 1985). Finally, there appeared signals that
idiosyncrasy can be responsible for toxic effects of VPA on CNS (Majkowski
1986).

CONCLUSIONS

1. Anticonvulsant drug Vupral given to rats for 1, 3, 6, 9 and 12 months at
the dose 200 mg/kg/per day damages most of the anatomical structures of
cerebellum. The earliest lesions appear after 6 months and become more
intense during later phases of the experiment.

2. Morphological alterations are nonspecific; they are disseminated and of
various intensity, without any particular topographic regularity. Homogeniza-
tion and loss of Purkinje cells, rarefaction of the granular layer, focal
proliferation of Bergmann’s glia and tissue spongiosis at the border between
molecular and granular layers dominated in the microscopic picture. Moreover,
atrophy of ganglion cells of the dentate and fastigial nuclei, fragmentation and
disintegration of some myelin sheaths, swelling of the vascular endothelial cells,
widening of perivascular space with exudate and erythrorrhages were seen.

3. Long-term administration of VPA to rats leads to morphological
changes in the brain stem which consist in rarefaction of the white matter, in
particular that of the pons and to necrosis of large neurons of the gigantocel-
lular and of the ventral cochlear nuclei.

WPLYW KWASU WALPROINOWEGO NA OBRAZ MORFOLOGICZNY MOZDZKU
I PNIA MOZGU SZCZURA

Streszczenie

W pracy wykazano, ze lek przeciwpadaczkowy Vupral, podawany szczurom przez okres 1, 3,
6, 9 i 12 miesiecy w dawce 200 mg/kg masy ciala na dobe, powoduje uszkodzenie wigkszosci
struktur anatomicznych mozdzku pojawiajace si¢ najwczesniej po upltywie 6 miesigcy i nasilajace
si¢ u zwierzat z dluzszym przezyciem. Zmiany morfologiczne w moézdzku byly nieswoiste,
przewaznie rozsiane, o zroéznicowanym nasileniu. Obserwowano schorzenie homogenizacyjne
i ubytki komorek Purkinjego, przerzedzenie warstwy ziarnistej kory, ogniskowy rozplem gleju
Bergmanna. zanik neuronéw jadra zebatego i jadra stropu, rozluznienie struktury istoty bialej
zawojow mozdzku, fragmentacje i rozpad pojedynczych ostonek mielinowych, a takze obrzmienie
srodblonkow naczyniowych, poszerzenie przestrzeni okotonaczyniowych i krwinkotoki. Zmiany
morfologiczne w obrebie pnia mozgu charakteryzowaly si¢ rozrzedzeniem struktury istoty bialej,
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zwiaszcza mostu, uszkodzeniem pojedynczych ostonek mielinowych oraz zanikiem duzych
neuronow jadra olbrzymiokomoérkowego tworu siatkowatego i jadra slimakowego brzusznego
mostu.
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