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MIECZYSŁAW ŚMIAŁEK

AKTYWNOŚĆ ODDECHOWA W UKŁADZIE 
ASKORBINIAN-CYTOCHROM С NEURONÓW KORY AMONALNEJ 

CHOMIKA MONGOLSKIEGO (MERIONES UNQU1CULATUS)
W DOŚWIADCZALNYM NIEDOKRWIENIU MÓZGU

Zespół Neuropatologii Centrum M edycyny Doświadczalnej i Klinicznej PAN  
K ierownik Zespołu: prof, dr M. J. M ossakowski

Szczególna wrażliwość neuronów kory amonalnej na niedotlenienie jest 
zjawiskiem znanym od dawna w piśmiennictwie neuropa'tologicznym, 
a zróżnicowana reakcja ugrupowań komórkowych położonych w po
szczególnych jej odcinkach dała między innymi podstawę- pojęcia tzw. 
wybiórczej wrażliwości neuronów (selective vulnerability). Badania nad 
doświadczalnym niedokrwieniem ośrodkowego układu nerwowego u cho
mików mongolskich (Meriones unquiculatus), stanowiących szczególnie 
dogodny model do oceny skutków zaburzeń ukrwienia mózgu, ze względu 
na obecność u około 35% populacji genetycznej uw arunkowanych nie
prawidłowości w ukształtowaniu pierścienia tętniczego Willizjusza, 
potwierdziły odcinkowe zróżnicowanie wrażliwości komórek piramido- 
wych roku Amona, przynosząc równocześnie szereg nowych i niezna
nych dotychczas spostrzeżeń (Ito i wsp. 1975, Klatzo i wsp. 1974). Wy
kazano, że neurony odcinka H2 rogu Amona w półkuli niedokrwionej 
ulegają chromatolizie, prowadzącej do typowego obrazu „schorzenia 
ischemicznego”, a następnie zanikowi. W późniejszym okresie obserwacji 
sektor H2 rogu Amona pozbawiony jest całkowicie komórek nerwowych, 
zamiast których występują obficie komórki glejowe. Komórki nerwowe 
sąsiadującego sektora H3 wykazują całkowicie odmienną reakcję- We 
wczesnym okresie po niedokrwieniu ulegają one tzw. centralnej tigro- 
lizie, przypominającej obraz zwyrodnienia osiowego. W badaniach hi- 
stochemicznych aktywności enzymów oksydacyjno-redukcyjnych i hy- 
drolitycznych, centralna, pozbawiona ziarnistości Nissla część cytoplaz- 
my komórkowej gromadzi obfite złogi produktu końcowego odczynu 
enzymatycznego. Obserwacje mikroskopowo-elektronowe z kolei wyka
zują skupienie w tej części cytoplazmy licznych organelli subkomórko- 
wych, wśród których dominują mitochondria i lizosomy (Bubis i wsp.
N e u r o p a t o l o g i a  P o l s k a  — 1
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170 M. Śmiałek N r 2

1976). W odróżnieniu od zwyrodnieniowego charakteru  zmian w neuro
nach sektora H2, cechy nieprawidłowości s truk tu ra lnych  neuronów se
ktora H3 przemawiają za ich charakterem  odczynowym. Poprawność tej 
oceny potwierdza fakt, że w późniejszych okresach obserwacji nie s tw ier
dza się ubytków neuronalnych w  sektorze H3, a obraz morfologiczny ko
mórek nerwowych tej okolicy powraca do wyjściowego. Klatzo (1975) 
przypuszcza, że odrębność reakcji komórek nerwowych sektora H2 i H3 
na niedokrwienie może być uwarunkowana różnicami ukrwienia po
szczególnych odcinków rogu Amona. Nie wyłącza jednak możliwości 
zróżnicowanych właściwości metabolicznych obu ugrupowań komórek 
nerwowych.

;W badaniach nad wybiórczą wrażliwością neuronów ośrodkowego ukła
du nerwowego na różnego typu niedotlenienie, prowadzonych na izolo
wanych komórkach nerwowych wykazano, że stopień ich uszkodzenia 
zależy od ich aktywności oddechowej (Śmiałek, Kraśnicka 1975; Śmiałek 
1976). Wydawało się przeto uzasadnione ustalenie w jakiej mierze ten 
właśnie czynnik uczestniczy w zróżnicowanej reakcji na niedokrwienie 
neuronów z poszczególnych odcinków zawoju hipokampa.

Bezpośrednim celem badań było porównanie aktywności oddechowej 
izolowanych neuronów sektora H2 i H3 rogu Amona, w obecności układu 
askorbinian — cytochrom с (oksydaza cytochromowa) w warunkach p ra
widłowych i w przejściowym niedokrwieniu mózgu.

M ATERIAŁ I METODY

Do badań użyto 59 chomików, samców w wieku 10 tygodni, o cięża
rze ciała około 70 g, u których wywoływano niedokrwienie lewej pół
kuli mózgu, poprzez zamknięcie tętnicy szyjnej wspólnej. W narkozie 
eterowej wyłaniano lewą tętnicę szyjną wspólną, którą zamykano anty- 
traum atycznym  zaciskiem na okres 15 m inut (Klatzo i wsp. 1974). Na
stępnie udrożniano tętnicę. Właściwą grupę doświadczalną stanowiły 
zwierzęta, które po wyjściu z narkozy wykazywały charakterystyczny 
zespół objawów klinicznych, świadczących o niedokrwieniu półkuli mózgu 
po stronie niedrożnej tętnicy szyjnej (Kahn 1972)- Dla celów porównaw
czych (kontrolnych) wykorzystano również zwierzęta, u których nieobec
ność objawów klinicznych wskazywała na brak wspomnianej uprzednio 
anomalii naczyniowej, warunkującej skuteczność jednostronnego niedo
krwienia mózgu. Podstawową grupę kontrolną, traktowaną jako normę 
stanowiły zwierzęta nie poddane żadnym zabiegom doświadczalnym.

Zwierzęta doświadczalne zarówno z objawami klinicznymi, jak i bez- 
objawowe dekapitowano natychmiast po zwolnieniu zacisku tętnicy 
szyjnej wspólnej (czas „0”) oraz po 2 i 4 godzinach.
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N r 2 Izolowane neurony w  niedokrwieniu 171

Materiał komórkowy do badań u wszystkich zwierząt pobierano z od
powiednich sektorów rogu Amona z obu półkul mózgowych. Skrawki 
z półkul mózgowych, pobrane na poziomie zawoju hipokampa umiesz
czano w oziębianym na lodzie roztworze 0,25 M sacharozy, zawierają
cym 0,002 M błękitu metylenowego. Pojedyncze neurony z sektora H2 
i H3 rogu Amona izolowano z tkanki pod mikroskopem za pomocą włók
na Kanthala o średnicy 18 (Hydèn, Pigoń 1960). Wyizolowany neuron 
umieszczano w ampułkowym m ikronurku zawierającym środowisko in- 
kubacyjne o następującym składzie: Na2H P 0 4 — KH2P 0 4 bufor o pH 
7,4 — 37,5 mM, cytochrom с — 8,6 x 10-2 mM. sodu askorbinian — 
12,5 mM, A1C13 — 0,5 mM (Slater 1949, Po tter  1957). Zużycie tlenu 
w układzie askorbinian — cytochrom с (aktywność oksydazy cytochro- 
mowej) mierzono w temp. 38° ± 0,002°C przy zastosowaniu techniki 
ampułkowego mikronurka Kartezjusza (Zeuthen 1953). Aktywność enzy
mu wyrażano w ul 0 2 x 10_Ygodz./neuron.

Oznaczanie objętości wyizolowanych neuronów przeprowadzono w e
dług sposobu opisanego w poprzedniej pracy (Śmiałek 1976). Pojedyn
cze neurony po wydzieleniu z tkanki utrwalano w 1,5% roztworze alde
hydu glutarowego o pH 7,4, a następnie w 2% roztworze 0 s 0 4. Komórki 
zbierano na sączku z włókna szklanego, przeprowadzano przez szereg 
alkoholi i acetonów o wzrastającym stężeniu, napylano węglem i złotem 
i badano w mikroskopie odbiciowym JEOL-Japan, JSM-S-1.

Objętość komórki w zależności od jej kształtu określano z wzorów na 
odcinek prosto ścięty paraboloidy obrotowej V =  h (R2 +  r2) i becz
ki V =  7̂T 1 (2D2 +  Dd +  3/4 d2). Objętość jądra neuronu obliczano
w oparciu o pomiary mikroskopowe wg metody opisanej przez Ene- 
ströma i Hambergera (1968) z dwóch wymiarów elipsy. Różnica objętości 
neuronu i jądra stanowiła przybliżoną objętość cytoplazmy, którą w y
rażano w ł-Ł3. Na tej podstawie przeliczano średnie zużycie tlenu na u3 cy
toplazmy komórki (ul 0 2/godz./u3). Przeliczenie to stwarzało możliwość 
porównania aktywności oddechowej w dwóch różnych rodzajach neuro
nów, różniących się całkowitą objętością i masą cytoplazmy.

WYNIKI

Objętość komórek piramidowych strefy H3 (ryc. 1) obliczona na pod
stawie pomiarów z 6 neuronów wynosiła 454 m-3 ± 28. Po odjęciu od niej 
średniej objętości jądra komórkowego, cytoplazma zajmowała średnio 
402 мЛ Neurony sektora H 2 (ryc. 2) miały objętość 171 î 3 ± 10 (oblicze
nie z 8 komórek), a ich cytoplazma 147 цЛ

Aktywność oddechową w  obecności układu askorbinian — cytochrom с 
(aktywność oksydazy cytochromowej) w komórkach sektora H2 i H3 ro-
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172  Izolowane neurony w  niedokrwieniu N r  2

Rye. 1. Komórka piraraidcwa strefy Somm era Нз mózgu chomika mongolskiego. 
Mikroskop odbiciowy. Pow. 5600 X.

Fig. 1. Pyramid cell from Sommer sector Нз of the brain of Mongolian gerbil.
Scanning microscope. X 5600.

gu Amona, stwierdzoną u zwierząt kontrolnych i doświadczalnych ze
stawiono w tabelach 1 i 2-

Aktywność enzymu w normie (zwierzęta nie poddane żadnym zabie
gom doświadczalnym) w neuronach sektora H3 wynosiła 5,83 ± 0,55 x 
10-1 ^102/godz./neuron. Po uwzględnieniu średniej objętości cyto- 
plazmy komórki, jego aktywność przyjmowała średnią wartość 1,45 
x 10-B мЛ/godz./M-3 cytoplazmy. W neuronach sektora H2 uzyskano odpo
wiednio wartości: 6,56 ± 0,61 x 10-4 u l 0 2/godz./neuron i 4,46 x 10-0 
M.1 0 2/godz./(.i3 cytoplazmy.

Natychmiast po 15-minutowym zaciśnięciu lewej tętnicy szyjnej 
wspólnej (czas „0”) stwierdzono nieznamienną statystycznie tendencję 
stymulacji zużycia tlenu obustronnie w  neuronach sektora H3, a wy
łącznie po stronie prawej (przeciwnej do niedrożnej tętnicy) w neuro
nach sektora H2.
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Nr 2 Izolowane neurony w  niedokrwieniu 173

Ryc. 2. Komórka piramidowa strefy Sommera №  mózgu chomika mongolskiego.
Mikroskop odbiciowy. Pow. 5600 X.

Fig. 2. Pyramid cell from Som m er sector H 2 of the brain of Mongolian gerbil.
Scanning microscope. X 5600.

Po 2 godzinach od zabiegu operacyjnego, w neuronach sektora H3 obu 
półkul stwierdzono istotny statystycznie przyrost aktywności oddecho
wej, wyższy w półkuli lewei, poddanej przejściowemu niedokrwieniu 
(p ^  0,01). Komórki piramidowe sektora H2 w półkuli z upośledzonym 
dopływem krwi, zareagowały znamiennym statystycznie spadkiem 
aktywności oddechowej w układzie askorbinian — cytochrom с (p^0,05). 
W półkuli przeciwnej stwierdzono równie znamienny wzrost aktywności 
oddechowej (p^0,05).

Po 4 godzinach od zabiegu operacyjnego u zwierząt, które nie wyka
zywały klinicznych objawów jednostronnego niedokrwienia mózgu, mi
mo podwiązania tętnicy szyjnej wspólnej, w badaniach aktywności od
dechowej neuronów strefy  H3 i H2 obu półkul mózgowych nie obserwo
wano istotnych różnic w stosunku do normy. W grupie zwierząt do
świadczalnych, wykazujących objawy jednostronnego niedokrwienia 
neurony sektora H3 obustronnie wykazywały znamienny przyrost
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174 M. Śmiałek N r 2

Tabela 1. Aktywność oddechowa izolowanych komórek piramidowych strefy Sommera H 3 za- 
woju hipokampa chomika mongolskiego w obecności układu askorbinian -—■ cytochrom с (oksy
daza cytochromowa) w normie oraz w następstwie podwiązania tętnicy szyjnej wspólnej lewej 
Table 1. Respiratory activity of pyramidal cells isolated from H3 Sommer region of hippocampal 
gyrus of Mongolian gerbil in the presence of the ascorbate — cytochrome с system (cytochrome 

oxidase) in normal conditions and following ligation of the left common carotid artery

Grupa doświadczalna 
(czas przeżycia) 

Experimental group 
(time of survival)

Półkula prawa 
Right hemisphere

Półkula lewa 
Left hemisphere

p [xl 0 2 X 10~4/h/neuron 
x ±  S.E.M.

Pb [i.1 О 2 X 10-47h/neuron 
X ±  S.E.M.

P

,,0” natychmiast po za
biegu > 0 .0 5  7.93±0.93 (5)n > 0 .0 5 7.08±1.10 (6) > 0 .0 5

,,0” directly after ope
ration

2 godz. po zabiegu <0.05 10.78±2.06 (6) > 0 .0 5 17.08±2.25 (7) <0.01
2 hrs after operation
4 godz. po zabiegu <0.01 17.87±3.05 (7) > 0 .0 5 21.89±3.77 (5) <0.01
4 hrs after operation
4 godz. po zabiegu kon

trolnym > 0 .0 5  6.42±0.85 (5) > 0 .0 5 6.53±0.73 (Ö) > 0 .0 5
4 hrs after sham opera-

ration
Kontrola — norma: fi.1 02 X 10~4/h/neuron —- X ±  S.E.M. 5.83±0.55 (8)
Control — norm:
Kontrola — norma: [ЛІ 02 X 10~6/h/jx3 cyt. — X 1.45
Control — norm:

x ±  S.E.M. — średnia arytmetyczna ±  średni błąd średniej
arithmetic mean ±  standard error of the mean 

p — prawdopodobieństwo obliczone wg testu t Studenta w stosunku do normy
probability calculated by t Student’s test in relation to norm

pb — prawdopodobieństwo obliczone wg testu t Studenta w stosunku do półkuli prze
ciwnej
probability calculated by t Student’s test in relation to contralateral hemisphere 

n — liczba neuronów
number of neurons

zużycia tlenu w stosunku do grupy zwierząt badanych w 2 godziny po 
zabiegu, nie stwierdzono przy tym  znaczących różnic między neuronami 
obu półkul. Neurony sektora H2 półkuli niedokrwionej wykazywały w 
tej grupie czasowej znamienny statystycznie spadek aktywności oddecho
wej (p^0,05), a w półkuli przeciwnej istotny przyrost.

OMÓWIENIE

Przedstawione wyniki badań wskazują na zróżnicowanie kierunku 
i intensywności zmian w aktywności oddechowej neuronów sektora H2 
i H3 kory amonalnej, rozwijających się w następstwie jednostron
nego niedokrwienia mózgu (wykres 1). W skutecznie niedokrwionej pół
kuli mózgu (zwierzęta z klinicznymi objawami neurologicznymi) komór
ki piramidowe sektora H3 reagowały każdorazowo znaczną stymulacją
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N r 2 Izolowane neurony w  niedokrwieniu 175

Tabela 2. Aktywność oddechowa izolowanych komórek piramidowych strefy Sommera H 2 za- 
woju hipokampa chomika mongolskiego w obecności układu askorbinian — cytochrom с (oksy
daza cytochromowa) w normie oraz w następstwie podwiązania tętnicy szyjnej wspólnej lewej 
Table 2. Respiratory activity of pyramidal cells isolated from H 2 Sommer region of hippocampal 
gyrus of Mongolian gerbil in the presence of the ascorbate — cytochrome с system (cytochrome 

oxidase) in normal conditions and following ligation of the left common carotid artery

Grupa doświadczalna Półkula prawa Półkula lewa
(czas przeżycia) ________ Right hemisphere________________Left hemisphere

Experimental group 
(time of survival)

P [i.1 02 X 10_4/h/neuron 
X ±  S.E.M.

Pb [i.1 02 X  10_4/h/neuron 
X ±  S.E.M.

P

,,0” natychmiast po za
biegu > 0 .05 7.71 ±0.99 (6)n > 0 .05 6.16±1.03 (7) > 0 .05

,,0” directly after ope
ration 

2 godz. po zabiegu <0.05 11.52±1.99 (6) <0.01 3.85±0.70 (8) <0.05
2 hrs after operation 
4 godz. po zabiegu <0.05 18.74±3.11 (5) <0.01 4.28±0.66 (6) <0.05
4 hrs after operation 
4 godz. po zabiegu 

kontr. > 0 .0 5 7.42±0.85 (5) > 0 .0 5 7.68±0.72 (5) > 0 .0 5
4 hrs after sham opera

tion
Kontrola — 
Control —

- norma 
norm :

— [i.1 02 X 10-4/h/neuron — X +  S.E.M. 6.56±0.61 (?)

Kontrola — 
Control —

-  norma: 
norm:

— (i.1 0 2 X 10-6/h/fi.3 cyt. —  X 4,46 (7)

x ±  S.E.M — średnia arytmetyczna i  średni błąd średniej
arithmetic mean ^  standard error of the mean 

p — prawdopodobieństwo obliczone wg testu t Studenta w stosunku do normy
probability calculed by t Students’ test in relation to norm

pb — prawdopodobieństwo obliczane wg testu t Studenta w stosunku do półkuli
przeciwnej
probability calculated by t Student’s test in relation to contralateral hemisphere 

n — liczna neuronów
number of neurons

zużycia tlenu- W czwartej godzinie po zabiegu operacyjnym, w której 
zmiany aktywności oddechowej były najwyższe w stosunku do stw ier
dzanej u zwierząt nie poddanych żadnym zabiegom doświadczalnym, 
przyrost zużycia tlenu wynosił około 275%. Stwierdzona stymulacja 
aktywności oddechowej neuronów sektora H4 może być traktowana jako 
wykładnik zmian reaktywnych, opisanych w badaniach histologicznych, 
histoenzymatycznych i mikroskopowo-elektronowych (Ito i wsp. 1975, 
Klatzo 1975, Bubis i wsp. 1976). Zwiększenie aktywności oddechowej 
tkanki nerwowej w  odpowiedzi na niedostatek tlenu jest zjawiskiem 
znanym. Śmiałek i Hamberger (1970) wykazali, że zarówno przejściowe 
niedotlenienie jak i niedokrwienie mózgu prowadziło do wzrostu zapo
trzebowania mitochondriów na tlen, którem u towarzyszyło równoległe 
wzmożenie biosyntezy białka. Hamberger i Hydèn (1963) obserwowali 
również zjawisko aktywacji oksydazy cytochromowej w izolowanych ko
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176 M. Śmiałek Nr 2

morkach nerwowych pod wpływem ich niedotlenienia. W ydaje się przy 
tym, że zjawisko to należy wiązać z komórkowymi procesami kompen
sacyjnymi.

Komórki pirdamidowe sektora H2 kory amonalnej skutecznie niedo- 
krwionej półkuli mózgu każdorazowo reagowrały spadkiem aktywności

+300

+200

i-100

-50

H: Hz

Д

□  - p . p.

Щ -P .L .

Щ - Kont rot 

Д/ - Norma

N
Czas

przeżycia
/g o d z /

W ykres  1. Średnie procentowe różnice aktyw ności oddechowej neuronów kory 
amonalnej chomika mongolskiego w  obecności układu askorbinian — cytochrom с 
w  następstwie podwiązania tętnicy szyjnej wspólnej lewej. Oznaczenia: P.P. — 
półkula prawa, P.L. — półkula lewa, Kontrola — zwierzęta operowane bez cech  

niedokrwienia mózgu, N — norma.
Diagram 1. Mean percent differences in the respiratory activity of A m m on horn 
neurons in the presence of the ascorbate — cytochrom e с system  follow ing l ig a 
tion of the left common carotid artery. Denotations: P.P. — right hemisphere, 
P.L. — left hemisphere, Kontrola — control, operated animals w ithout symptoms

of brain ischemia, N — norm.

oddechowej w układzie askorbinian — cytochrom c. Spadek ten w dru
giej godzinie po zabiegu operacyjnym wynosił około 41% w stosunku do 
normy, a w czwartej — około 35%. Stwierdzone obniżenie zużycia tlenu 
przez komórki piramidowe sektora H2 może być z kolei trak tow ane jako
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metaboliczny wykładnik zachodzących w nich procesów zwyrodnienio
wych, opisanych w badaniach morfologicznych (Ito i wsp. 1975, Klatzo 
1975).

W ydaje się, że stwierdzoną odmienność reakcji komórek nerwowych 
sektora H2 i H3 kory amonalnej na niedokrwienie odnieść należy do ich 
zróżnicowania metabolicznego, dotyczącego w pierwszej kolejności za
potrzebowania na tlen. Aktywność oddechowa w układzie askorbinian — 
cytochrom с w komórkach nerwowych sektora H2 jest wyższa niż w neu
ronach sektora H3 (wykres 2). Aktywność oddechowa tych ostatnich

ta-г

H2 43 к2 H2 okolice

W y kres  2. Stosunki procentowe objętości cytoplazmy neuronów oraz zużycie tlenu  
w  układzie askorbinian — cytochrom с przez komórki piramidowe strefy Sommera  
Нз i H2 zawoju hipokampa chomika mongolskiego w  normie. Oznaczenia: 1 — 

objętość cytoplazmy, 2 — /ul Ог/godz./neuron, 3 — /u\ Ог/godzJu3 cytoplazmy.
Diagram 2. Percent proportion of the cytoplasm volum e of neurons and oxygen  
consumption in the ascorbate — cytochrom с system by pyramidal cells o f  Sommer 
sector H 2 and Нз of hippocampal gyrus in normal condition. Denotations: 1 — 

cytoplasm volume, 2 — ul 0 2 /hour/neuron, 3 — ul Ог/hour/^3 of cytoplasm.

stanowi w przeliczeniu na pojedynczą komórkę około 88,8%, a w przeli
czaniu na (o.3 cytoplazmy zaledwie 32,4% aktywności neuronów sektora 
H2. Uwzględniając przybliżoną jedynie, ze względu na możliwe błędy 
techniki pomiarów, wartość oceny objętości komórek nerwowych i ich 
cytoplazmy należy uznać, że uzyskane dane wskazują na istotne różnice
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zapotrzebowania na tlen w obu ugrupowaniach komórkowych. W rażliw
sze na niedokrwienie okazały się komórki o wyższym zużyciu tlenu. 
Spostrzeżenie to potwierdza poprzednie obserwacje dotyczące związku 
między wrażliwością komórek nerwowych na różnego typu niedostatek 
tlenowy i wysokością ich zapotrzebowania na tlen, zróżnicowanego w  po
szczególnych populacjach neuronów (Śmiałek, Kraśnicka 1975, Śmia
łek 1976).

Na odrębną uwagę zasługuje występowanie zmian w obu grupach ko
mórek nerwowych rogu A mona w półkuli przeciwległej do podwiązanej 
tętnicy szyjnej. Wyrażają się one wzrostem aktywności oddechowej za
równo komórek sektora H3 i H2. Wzrost ten osiąga najwyższe w ar
tości w 4 godzinie po zabiegu operacyjnym, wynosząc w przypadku ko
mórek sektora H3 — 206%, a sektora H2 — 186% w  stosunku do normy 
ustalonej u zwierząt nie operowanych. Zmiany te  jednakowe w swoim 
charakterze ze stwierdzonymi w sektorze H3 półkuli niedokrwionej 
świadczą o występowaniu zaburzeń metabolicznych w  histologicznie 
nie uszkodzonej półkuli mózgu (Kahn 1972, Ito i wsp 1975). Późniejsze 
badania biochemiczne wykazały w  niej również zaburzenia metabolizmu 
węglowodanów (Mrs ul ja i wsp. 1975) i zawartości katecholamin (Mrsul- 
ja i wsp. 1976)- Związek przyczynowy tych nieprawidłowości metabo
licznych z przeciwstrormym, okresowym uniedrożnieniem tętnicy szyjnej 
jest niejasny. Klatzo (1975) przypuszcza, że w rachubę może wchodzić 
odruchowy mechanizm naczyniowy, zaburzający ukrwienie „niezmienio
nej” półkuli, lub też wtórne upośledzenie ukrwienia mózgu związane 
z obrzękiem półkuli uszkodzonej. Niezależnie od patomechanizmu 
stwierdzonych nieprawidłowości metabolicznych w półkuli przeciwległej 
do podwiązania tętnicy szyjnej, fakt ich występowania wskazuje, że nie 
może być ona traktowana jako kontrolny układ odniesienia, co sugero
wał w swojej pracy Kahn (1975). Na fakt ten w innego typu jednostron
nych uszkodzeniach półkul mózgowych wskazują również spostrze
żenia Szydłowskiej i wsp. (1972).

Autor dziękuje pani Teresie Bok za znakomitą pomoc techniczną.

М. Смялек

ДЫХАТЕЛЬНАЯ АКТИВНОСТЬ В СИСТЕМЕ АСКОРБАТ-ЦИТОХРОМ
С НЕЙРОНОВ КОРЫ АММОНОВА РОГА МОНГОЛЬСКОГО ХОМ ЯКА  

(MERIONES UNQUICULATUS)  ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ ИШЕМИИ МОЗГА

Р е з ю м е

Исследовали дыхательную активнотсь изолированных нейронов сектора Н2 
и Н3 аммонового рога в присутствии системы аскорбат-цитохром с (цитохромо- 
ксидаза) в нормальных условиях и при временном обескровливании мозга.
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Исследования проводили на монгольских хомяках, у которых вызывали  
ишемию левого мозгового полушария посредством перекрытия на 15 мин. левой 
общей сонной артерии.

Дыхательную активность одиночного нейрона определяли в системе аскор- 
бат-цитохром с, используя технику ампульного микропоплавка Декарта.

Объем цитоплазмы изолированных нейронов в норме для зоны Н3 составлял 
в среднем 402 /.і3, а для зоны Н2 — 147 и.3.

В контрольных условиях дыхательная активность нейронов сектора Н3 в 
пересчете на 1 [л3 цитоплазмы составляла около 32,4% активности нейронов 
сектора Н2.

Непосредственно после хирургической операции не установлено разницы  
в дыхательной активности в нейронах из обоих мозговых полушарий. Через 
2 часа в нейронах сектора Н3 обоих полушарий установлен статистически зна
чимый прирост дыхательной активности, более высокий в полушарии с эф ф е к 
тивной ишемией и составляющий через 4 часа около 275% по отношению к 
норме. Дыхательная активность нейронов зоны Н2 в мозговом полушарии со 
стороны перевязки снижалась (35— 41%). В противоположном полушарии эти 
нейроны проявляли существенный прирост потребления кислорода в присут
ствии системы аскорбат-цитохром с, составляющий через 4 часа около 206%.

Различие в реакции нервных клеток сектора Н2 и Н3 коры аммонового рога 
на ишемию можно приписать их разной метаболической потребности в кисло
роде. Возрастание потребления кислорода нейронами противоположного полу
шария, без ишемии, мож ет иметь связь с рефлекторным сосудистым механиз
мом, проводящим к недостаточному кровоснабжению этого полушария, или, 
вторично, с отеком мозга.

М. Śmiałek

RESPIRATORY ACTIVITY IN THE ASCORBATE — CYTOCHROME С SYSTEM  
OF THE AMMON HORN CORTEX NEURONS OF MONGOLIAN GERBIL  

(MERIONES UNQ U1C ULA TUS  IN EXPERIMENTAL BRAIN ISCHEMIA

S u m m a r y

The study dealt w ith the respiratory activity of neuron isolated from the
H 2 and Нз sectors of A m m on horn in the presence of the ascorbate — cytochrome 
с system (cytochrome oxidase) in normal conditions and following transient brain  
ischemia. The investigations were performed on Mongolian gerbils, in which
ischemia of the left cerebral hemisphere was produced by occlusion of the left 
common carotid artery for 15 minutes.

The average cytoplasm volum es of neurons isolated from sectors H2 and Нз 
were respectively 147 and 402 /Л  The respiratory activity of single neurons was 
determined in the ascorbate — cytochrome с system  by means of the Cartesian  
ampule microdiver technique.

In control conditions, the respiratory activity of the Нз neurons calculated
per /Xя cytoplasm was about 32% that of the H 2 neurons. Directly after operation,
the neurons of both cerebral hemispheres did not differ in their respiratory 
activity. This activity in creased 'w ith  time in the Нз sector in -both  hemispheres, 
but more in that w ith effective ischemia, reaching after 4 hrs about 275% of 
the control level. The H 2 sector neurons in the ischemic hemisphere showed
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a decrease in the activity by 35—41%, w hile  those in the contralateral hemisphere  
w ere more active in oxygen consumption, the increase am ounting to about 206% 
after 4 hrs. The differences in the reaction of H2 and Нз nerve cells to ischemia  
may be attributed to their different metabolic requirements for oxygen. The 
increased oxygen consumption by neurons in the hemisphere without effective  
ischem ia is presumably related to a vascular reflex m echanism  deteriorating  
blood supply to this hemisphere, or secondarily — to brain edema.
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TERESA WIERZBA

WPŁYW NIEDOTLENIENIA NA MIKROKRĄŻENIE 
W MÓZGU SZCZURA

Zespół Neuropatologii Centrum M edycyny Doświadczalnej i Klinicznej PAN  
K ierownik Zespołu: prof, dr M. J. Mossakowski

Zarówno w patologii ludzkiej jak i w warunkach doświadczalnych 
niedotlenieniu towarzyszą zaburzenia krążeniowo-oddechowe, stanowią
ce następstwo upośledzenia czynności serca i układu oddechowego przez 
niedostaték tlenu. Zwolnienie czynności serca i obniżenie jego pojem
ności wyrzutowej oraz spadek układowego ciśnienia krwi obserwowano 
w przebiegu umiarkowanej hipoksji, wywołanej u królika obniżeniem 
p 0 2 (Korner 1965), u szczurów — w modelu Levina oraz przebywają
cych w atmosferze czystego azotu (Brown, Brierley 1968), wT zatruciu 
tlenkiem węgla u szczurów (Korthals i wsp. 1973) oraz u małp (Ginsberg, 
Myers 1974). Ponieważ utrzym anie prawidłowego przepływu krwi w 
mózgu zależy m.in. od pojemności wyrzutowej serca i od wysokości ukła
dowego ciśnienia krwi, ich zaburzenia obserwowane w anoksji, prowa
dzą do zmniejszenia przepływu mózgowego (Brierley 1976). Brown 
i Brierley (1968) wykazali w tórny  wpływ oligemii na rozwój zmian 
strukturalnych w  mózgach szczurów przebywających w atmosferze czy
stego azotu oraz zależność pomiędzy występowaniem ischemicznych 
uszkodzeń tkanki nerwowej i zwolnieniem czynności serca w czasie nie
dotlenienia zwierząt. Opierając się na wynikach własnych prac doświad
czalnych Brierley (1976) kwestionuje możliwość występowania wyłącznie 
anoksyjnych uszkodzeń mózgu i postuluje istotny udział zaburzeń krą
żenia mózgowego w  patomechanizmie rozwoju zmian strukturalnych w 
następstwie niedotlenienia typu anoksyjnego.

Celem przeprowadzonych badań było ustalenie wpływu krótkotrw a
łego prostego niedotlenienia na mikrokrążenie mózgu szczura w zależ
ności od nasilenia i czasu trwania niedotlenienia.

MATERIAŁ I METODA

Badania przeprowadzono na 6-tygodniowych szczurach rasy Wistar, 
obu płci- Zwierzęta doświadczalne podzielono na trzy grupy, obejmujące
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po 24 szczury. Szczury umieszczano pojedynczo w komorze (o pojem 
ności 2 1), przez którą przepuszczano mieszaninę gazową o zmiennej za
wartości N2 i 0 2. Procentową zawartość poszczególnych gazów ustalano 
przy użyciu przepływomierza gazowego oraz spraw'dzano w analizatorze 
0 2. Zwierzęta pierwszej grupy poddawano działaniu mieszaniny gazo
wej o składzie 92% azotu i 8% tlenu. Zwierzęta drugiej grupy przeby
wały w komorze, przez którą przepuszczano mieszaninę gazową zawie
rającą 96% azotu i 4% tlenu. Czas niedotlenienia w obu grupach wyno
sił po 30 minut. Zwierzęta trzeciej grupy przebywały w komorze, przez 
którą przepuszczano 100% azotu do momentu wystąpienia bezdechu, któ
ry pojawiał się przeciętnie po 3 sekundach. Przetrzym ywano je w tym  
stanie przez następne 10 sekund, po czym wyjmowano z komory i po
zostawiano w standardowych warunkach zwierzętarnianych do m omentu 
uśmiercenia. Grupę kontrolną stanowiły szczury, w tym  samym wieku 
nie poddane żadnym zabiegom doświadczalnym.

Zwierzęta dekapitowano w grupach obejmujących po 3 szczury bez
pośrednio po wyjęciu z komory (czas „0”), po 10 i 30 minutach oraz 1, 2, 
4, 24 i 48 godzinach po niedotlenieniu. Mózgi po wyjęciu z jamy czaszki 
utrwalono w 10% formalinie, a następnie dzielono na bloki cięciami pro
wadzonymi w płaszczyźnie czołowej na wysokości skrzyżowania ner
wów wzrokowych, guza popielatego oraz na granicy mostu i opuszki. 
Mrozikowe skrawki grubości 100 — 150 m- barwiono benzydynową metodą 
wg Pickwortha dla uwidocznienia sieci naczyń mózgu.

WYNIKI

O b s e r w a c j e  k l i n i c z n e

Zwierzęta I i II grupy przez pierwsze 10 m inut przebywania w ko
morze hipdksyjnej wykazywały pobudzenie ruchowe oraz przyspieszenie 
czynności serca i oddechu, które stopniowo ustępowały miejsca objawom 
spowolnienia ruchowego, bradykardii i zwolnienia czynności oddechowej. 
Zaburzenia te ustępowały prawie natychmiast po wyjęciu zwierząt z ko
mory. Szczury III grupy pozostawione wr atmosferze czystego azotu, po 
kilku sekundach pobudzenia ruchowego wykazywały szybko narastające 
spowolnienie ruchowe oraz zaburzenia krążenia i oddechu, które przez 
około 30 sekund nasilały się, aż do bezdechu, poprzedzonego u niektó
rych zwierząt pojedynczymi napadami drgawek. U szczurów przeniesio
nych po 10 sekundach przebywania w tym stanie w komorze do  norm al
nych warunków atmosferycznych powracała zwykle samoistnie czynność 
oddechowa, ustępowała sinica i ulegała normalizacji czynność serca. Przy 
braku spontanicznego powrotu czynności oddechowej, reanimacja zwykle 
była nieskuteczna.
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Obserwacje morfologiczne

Skrawki z mózgu kontrolnego szczura przedstawiają charakterystycz
ne zróżnicowanie układu i gęstości sieci naczyniowej kory i istoty białej 
(rye. 1) oraz s truk tu r  podkorowych.

U zwierząt I grupy bezpośrednio po niedotlenieniu spostrzegano nie
wielkie zatarcie różnicy gęstości sieci naczyniowej pomiędzy korą i isto
tą białą. Układ żył istoty białej (głównie truncus corporis callosi, commi- 
sura anterior i truncus olfactorius lateralis) był bardzo wyraźny, a na 
czynia obficie wypełnione krwią. Pojedyncze naczynia żylne dużego 
i średniego kalibru posiadały odgałęzienia o wężykowatym przebiegu 
(ryc. 2). Liczba naczyń widocznych na poszczególnych przekrojach oraz 
stopień wypełnienia ich krwią zwiększał się w 10 minucie po niedotlenie
niu. W tym czasie pojawiały się w rogu Amona drobne plackowate po
la o wyraźnie uboższej sieci naczyniowej. W 30 minucie po niedotlenieniu 
widoczne były w głębszych warstwach kory nieliczne naczynia żylne po
siadające pojedyncze, wężykowate odgałęzienia. W tym  czasie owalne 
obszary gorszego ukrwienia były nadal widoczne w rogu Amona (ryc. 3 
i 4), a ponadto pojawiały się w korze mózgowej. U zwierząt uśmiercanych 
po 1, 2 i 4 godzinach po niedotlenieniu charakter zmian nie ulegał zmia
nie, natomiast ich nasilenie zmniejszało się. W 24 godzinie po wyjęciu 
zwierząt z komory hipoksyjnej spostrzegano jeszcze pojedyncze naczy
nia żylne małego i średniego kalibru przepełnione krwią, natomiast nie 
występowały już pólka z uboższą siecią naczyniową. Obraz sieci naczy
niowej mózgu u szczurów badanych w 48 godzinie po niedotlenieniu nie 
różnił się od obrazu występującego u zwierząt kontrolnych.

Zmiany w obrębie sieci naczyniowej mózgu u zwierząt II grupy nie 
różniły się istotnie od nieprawidłowości spostrzeganych u szczurów I 
grupy- W czasie ,,0” obserwowano zatarcie różnicy gęstości sieci naczy
niowej kory i istoty białej. W obu strukturach widoczne były naczynia 
dużego i średniego kalibru przepełnione krwią. Pojedyncze żyły z kil
koma widocznymi odgałęzieniami miały wężykowaty przebieg (ryc. 5). 
W 10 m inut po niedotlenieniu obserwowano w rogu Amona na tle prze
pełnionej sieci włośniczkowej rozsiane pólka gorszego ukrwienia. W ko
rze mózgowej ogniska o uboższej sieci naczyniowej pojawiały się w 30 
m inut po niedotlenieniu (ryc. 6). Obraz ten utrzymywał się jeszcze 
u zwierząt z 24-godzinnym przeżyciem. Po 48 godzinach obserwowano 
pełną normalizację mikrokrążenia w mózgu badanych szczurów.

W III grupie zwierząt zmiany w układzie mikrokrążenia w mózgu 
miały taki sam charakter, natomiast dynamika ich rozwoju wykazywała 
niewielkie przesunięcie w czasie.

N e u r o p a t o l o g i a  P o l s k a  — 2
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Rye. 1. Mózg kontrolny. Typowy układ i gęstość sieci naczyniowej w  korze 
mózgu i istocie białej. Met. pickwortha. Pow. 60 X.

Fig. 1. Control brain. Typical pattern of vascular netw ork in the cortex and  
cerebral white matter. Pickwoirth meth. X 60.

Rye. 2. Czas: „O”. Grupa I. Duże naczynia krw ionośne z odgałęzieniami o krętym  
przebiegu na tle sieci włośniczek wypełnionych krwią. Met. Pickwortha. Pow. 60 X. 
Fig. 2. Time: „O”. Group I. Large blood vesse ls  w ith tortuous branches. In the  

background capillary network filled w ith  blood. Pickw orth meth. X 60.
Rye. 3. Czas: 30 min. Grupa I. W środkowej części rogu Amona plackowate pola 

o uboższej sieci naczyniowej. Met. Pickwortha. Pow. 60 X.
Fig. 3. Time: 30 min. Group I. In central part of Ammon horn patches of poor 

vascularisation. Pickw orth meth. X 60.
Rye. 4. Obraz jak ma rye. 3. Pow. 100 X.

Fig. 4. As  Fig. 3. X 100.
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Ryc. 5. Czas „O”. Grupa II. Zaburzenia mikrokrążenia we wzgórzu wzrokowym.
Naczynia żylne przepełnione krwią. Met. Pickwortha. Pow. 60 X.

Fig. 5. Time: „O”. Group II. Impairment of miorocirculation in thalamus opticus.
Venous congestion. Pickworth meth. X 60.

Ryc. 6. Czas: 10 min. Grupa II. N iew ielk ie  przekrwienie kory mózgu i istoty  
białej. W korze rozsiane owalne pola o gorszym ukrwieniu. Met. Pickwortha.

Pow. 60 X.
Fig. 6. Time: 10 min. Group II. Moderate hyperemia of cerebral cortex and white  
matter. In the cortex dispersed oval areas of poor blood supply. Pickworrth meth.

X 60.
Ryc.  7. Czas: 10 min. Grupa III. Znaczne przekrwienie kory mózgu i istoty białej. 
Zagęszczenie sieci naczyń w łosow atych w  III w arstw ie kory mózgu. Met. P ick 

wortha. Pow. 60 X.
Fig. 7. Time: 10 min. Group III. Marked hyperemia of cerebral cortex and white  
matter. Increased capillarisation of III-rd cortical layer. Pickworth meth. X 60. 
Ryc. 8. Czas: 30 min. Grupa III. Przekrwienie kory amonalnej. W centralnej 
części zawoju pola o uboższej sieci naczyniowej. Met. Pickwortha. Pow. 60 X. 
Fig. 8. Time: 30 min. Group III. Hyperem ia of Ammon cortex. In central part 

of the gyrus areas of poor vascularisation. Pickworth meth. X 60.
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W czasie ,,0”, pierwszym obserwowanym odchyleniem od normy było 
zatarcie różnic gęstości sieci naczyniowej, między 'korą a istotą białą. 
W tym  okresie pojedyncze naczynia, obficie wypełnione krwią występo
wały głównie w istocie białej, natomiast sieć włośniczkowa kory była 
uboższa. Po 10 minutach naczynia żylne substancji białej oraz dolnych 
warstw  kory były poszerzone (ryc. 7) i wykazywały liczne odgałęzienia. 
Przekrwienie żylne w 30 minucie po niedotlenieniu utrzym ywało się na
dal. Widoczne były także pola gorszego ukrwienia w rogu Amona (ryc. 
8)- Podobne zmiany widoczne były w korze mózgu szczurów badanych w 
1 godzinę po niedotlenieniu. Naczynia żylne o zmniejszającej się zawar
tości krwi oraz coraz mniejsza liczba pól o uboższej sieci naczyń krwio
nośnych, widoczne były u zwierząt w czasie 2, 4 i 24 godziny. W 48 go
dzinie po niedotlenieniu nie obserwowano żadnych nieprawidłowości mi- 
krokrążenia mózgowego.

OMOWIENIE

Przeprowadzone badania wykazały, że krótkotrwałe proste niedotlenie
nie prowadzi u szczura do wystąpienia przejściowych, odwracalnych za
burzeń mikrdkrążenia w mózgu. Charakter obserwowanych zmian był 
jednakowy u wszystkich szczurów, różniły się one natomiast w poszcze
gólnych grupach doświadczalnych nasileniem i dynamiką rozwoju. Nie
zależnie od stopnia niedotlenienia w czasie ,,0” występowało w mózgach 
wszystkich zwierząt przekrwienie z poszerzeniem naczyń i przepełnie
niem krwią sieci włośniczkowej, któremu towarzyszyło pojawienie się 
rozsianych pól niedokrwienia najpierw w zawoju hipokampa, a potem 
również w obrębie kory mózgowej. Sekwencja pojawiania się tych ostat
nich była niejednakowa: w pierwszej i drugiej grupie obserwowano je 
w 10 minut po niedotlenieniu, w III grupie w 30 minut od wyjęcia szczu
rów z komory hipoksyjnej i w czasie 24 godzin ustępowały one całkowi
cie (I i II grupa) lub prawie całkowicie. Niewielkie nasilenie zarówno 
ogniskowych jak i uogólnionych zaburzeń ukrwienia mózgu należy wiązać 
zapewne ze stosunkowo niewielkim nasileniem niedotlenienia i krótkim 
czasem trwania niedostatku tlenowego. W powstawaniu zaburzeń mi- 
'krokrążenia w mózgach badanych szczurów można przyjąć możliwość 
działania dwóch podstwowych czynników: wpływu ogólnoustrojowych 
zaburzeń hemodynamicznych na krążenie mózgowe oraz bezpośredni 
wpływ niedotlenienia na układ naczyniowy mózgu lub elementy zabez
pieczające prawidłową czynność tego układu (Brierley 1972, Rosendorff 
1974, Edvinsson 1975).

Przekrwienie sieci naczyniowej mózgu bezpośrednio po niedotlenieniu 
można traktować jako zjawisko kompensacyjne, związane z obniżeniem
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przepływu 'krwi w mózgu w następstwie zwolnienia czynności serca 
i obniżenia ciśnienia krwi. Według Brierleya (1972) przy spadku ciśnie
nia tętniczego do 30 — 50% prawidłowego poziomu, przepływ krwi w  
mózgu utrzym uje się na stałym poziomie, a obniżenie ciśnienia perfu- 
zyjnego jest kompensowane zwiększeniem wypełnienia naczyń.

Udział tego czynnika w kształtowaniu zaburzeń mikrokrążenia obser
wowanych w naszym materiale mógłby tłumaczyć brak różnic pomiędzy 
poszczególnymi grupami doświadczalnymi w pierwszym okresie po nie
dotlenieniu. W przeciwieństwie do krótkotrwałych zaburzeń ogólnoustro- 
jowych, nieprawidłowości w zakresie mikrokrążenia utrzymywały się po
nad 24 godziny po wyjęciu zwierząt z komory hipoksyjnej. Już po wy
równaniu czynności serca i oddechu pojawiały się w mózgach badanych 
szczurów rozsiane ogniska niedokrwienia, przy czym u zwierząt podda
nych ostremu niedotlenieniu występowały one z opóźnieniem. Podobne 
ogniska obserwował Mossakowski (1974, 1975) u szczurów po zatruciu 
tlenkiem węgla i w modelu hipoksji krążeniowej u królika, tłumacząc 
ich obecność zaburzeniem mechanizmów autoregulacyjnych naczyń 
mózgowych. Zaburzenia tych mechanizmów można wiązać zarówno 
z bezpośrednim działaniem niedotlenienia na elementy nerwowe regu
lujące przepływ mózgowy (Rosendorff 1974), jak i z w tórnym  wpływem 
zaburzeń metabolizmu tkanki nerwowej zainicjowanych przez ogólno- 
ustrojowe nieprawidłowości hemodynamiczne, między innymi w zakresie 
amin katecholowych (Edvinsson 1975). Różnice w sekwencji pojawiania 
się obszarów niedokrwienia pomiędzy III i obu pozostałymi grupami 
zwierząt mogą być związane z innym  przebiegiem zaburzeń w przypadku 
całkowitej i krótkotrwałej anoksji i dłuższego, częściowego niedotlenienia.

Wcześniejsze ujawnianie się ogniskowych nieprawidłowości mikrokrą
żenia w zawojach hipókampa wiązać należy ze znanymi od dawna właści
wościami unaczynienia tej s truk tury .

Т. Веж ба

ВЛИЯНИЕ ГИПОКСИИ НА М ИКРОЦИРКУЛЯЦИЮ  В МОЗГЕ КРЫСЫ

Р е з ю м е

При использовании бензидинового метода исследовано состояние микро
циркуляции в мозге крыс, подвергнутых кратковременной апоксии. Экспери
менты проводили в 3 группах. Первую группу подвергали действию газовой  
смеси, состоящей из 92°/о N2 и 8% 0 2, в  течение 30 мин, вторая группа пребы
вала такое ж е  время в атмосфере, содержащ ей 96% N 2 и 4% 0 2. Животных  
третьей группы оставляли в атмосфере 100% азота до момента остановки 
дыхания и затем еще следующ ие 10 сек. Крыс убивали непосредственно после 
вынимания из гипоксийной камеры, через 10 и 30 мин, а также через 1, 2, 4, 
24 и 48 часов после гипоксии.
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Показано, что кратковременное кислородное голодание приводит к преходя
щим обратимым нарушениям микроциркуляции, интенсивность и динамика ко
торых зависят от степени и продолжительности аноксии. Появляющаяся непо
средственно после кислородного голодания гиперемия сети капиллярных сосудов  
и переполнение венозных сосудов вероятно является показателем гемодина- 
мических нарушений общей системы. Пятнистые поля местного малокровия, 
появляющиеся в более позднее время, вероятно можно связывать с нарушением  
механизмов авторегуляции сосудов мозга.

Т. Wierzba

EFFECT OF HYPOXIA ON CEREBRAL MICROCIRCULATION IN RAT

S u m m a r y

The microcirculation in the brains of rats subjected to short-lasting anoxia  
was studied with benzidine method. The experim ent w as carried out on 3 groups 
of animals. The I group was subjected to 30 seconds action of gaseous m ixture  
containing 92% of Na-and 8% of O2, the II group w as kept for the same dura
tion in the atmosphere containing 96% of N 2 and 4% of O2. The rats of III 
group were left in the atmosphere filled with 100% of nitrogen until—apnea and 
then for subsequent 10 seconds. The animals were sacrificed directly after their 
removal from hypoxia chamber, after 10 and 30 minutes, after 1, 2, 4, 24 and 
48 hours following hypoxia.

It was established that short-lasting hypoxia leads to transient, reversible  
disorders of microcirculation. Their intensity and dynam ics depend on the degree  
and duration of anoxia. Hyperem ia of capillary net and congestion o f  veins  
occuring immediately after anoxia can be an exponent of generalized hemodynam ic  
disturbances. Patchy areas of ischemia appearing in later period of experim ent  
depend probably on the disorder of autoregulation m echanism s of cerebral blood 
vessels.
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MICHAŁ WALSKI

BADANIA MIKROSKOPOWO-ELEKTRONOWE SYNAPS OKOLICY 
HIPOKAMPA SZCZURÓW OBCIĄŻONYCH PADACZKĄ 

AUDIOGENNĄ, PRZY UŻYCIU METODY CYNKOWO 
JODOWO-OSMOWEJ

Zakład Neuropatologii Instytutu Psychoneurologicznego, Warszawa 
Kierownik: doc. dr halb. J. Dymecki 

Pracownia Ultrastruktury U kładu N erwow ego CMDiK PAN, Warszawa 
Kierownik: doc. dr hab. J. W. Borowicz

Badania u ltrastruk tura lne  synaps centralnego układu nerwowego w 
dużej mierze wyjaśniły  mechanizm działania transmiterów chemicznych. 
Opracowania Robertsona i wsp. (1963) oraz G ray’a i Guillery’ego (1966) 
dostarczyły szereg informacji morfologicznych dotyczących regionu 
synaptycznego. Akson kończy się rozszerzonym zakończeniem — kolbą 
synaptyczną, która ściśle przylega do błony postsynaptycznej, zwanej też 
błoną subsynaptyczną. Technika łupania materiału mrożonego (freeze — 
etching) zastosowana do badania s truk tu ry  synaps, potwierdza słuszność 
wyników uzyskanych metodami rutynowymi w mikroskopie elektrono
wym (Moor i wsp., 1969; Akert, 1971), a mianowicie potwierdza, iż opisa
ne pęcherzyki synaptyczne nie są tworami sztucznymi, spowodowanymi 
utrwalaniem  ale w stanie naturalnym  mają postać kulistą. Pęcherzyki 
synaptyczne są regularnie ułożone i według założeń Pfenningera i wsp. 
(1969) oraz K m jev ica  (1971), zajmują miejsca w punktach węzłowych 
sześciokątnej siatki. W ten sposób utworzony system kanałów ma kie
rować zawartość pęcherzyków na oznaczone miejsca w błonie presynap- 
tycznej. Z badań biochemicznych i u trastrukturalnych wiadomo, że pę
cherzyki synaptyczne zawierają substancje przekaźnikowe, gotowe do 
uwolnienia do szczeliny synaptycznej (Cooper i wsp., 1970; Krnjevic,
1971). Problem chemicznej identyfikacji substancji przekaźnikowych jest 
już częściowo rozwiązany (Axelrod, 1974; Uchizono, 1975). Po zastoso
waniu impregnacji cynkowo jodowo-osmowej oraz metody łupania m a
teriału mrożonego, została podana wstępna charakterystyka morfologiczna 
pęcherzyków synaptycznych z zawartą w nich chemiczną substancją

Praca w ykonana w  ramach problemu w ęzłow ego Nr 09.4.1.3.3.6.
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przekaźnikową (Martin i wsp-, 1969; Akert i Sandri, 1970). Cechy mor
fologiczne pęcherzyków stworzyły podstawę dla klasyfikacji synaps.

Uchizono (1965; 1975) podzielił synapsy na pobudzające, odpowiadające 
typowi I według G ray’a, zawierające pęcherzyki okrągłe oraz hamujące, 
odpowiadające typowi II wg G ray’a, zawierające pęcherzyki spłaszczone.

Obecnie spłaszczenie pęcherzyków traktuje  się jako artefak t wywo
łany wzmożonym ciśnieniem osmotycznym utrwalacza. Ta niedostatecz
nie zbadana „wrażliwość” Określonej kategorii pęcherzyków jest cechą 
rozpoznawczą (Ecoles, 1968; Kawana i wsp., 1969). Powszechnie akcepto
wany jest pogląd o strukturalnej specyficzności pęcherzyków zawierają
cych transmitery synaptyczne (Uchizono, 1974; 1975), według którego 
forma opakowania transmitera jest zależna od jego właściwości chemicz
nych, odpowiadających za pobudzenie lub hamowanie.

Pęcherzyki synaptyczne zgrupowane są przeważnie w pobliżu błony 
presynaptyeznej. Powierzchnia blaszek presynaptycznych i postsynap- 
tycznych została dobrze uwidoczniona po zastosowaniu metali ciężkich’ 
a mianowicie po impregnacji bizmutowo-jodowej i „barwieniu” czerwie
nią-rutenową (Pfeninger i wsp., 1969; Tani i Ametani, 1971). Blaszki pre- 
synaptyczne i postgynaptyczne powstają z czynnościowo-morfologiczne- 
go zróżnicowania zewnętrznej części błony komórkowej (Sotelo i Llians,
1972). Cotman i Taylor (1974) za pomocą korikanawaliny A wykazali na 
powierzchni błon synaptycznych receptory m annopyranosylu i glukopy- 
ranosylu. Autorzy ci uważają, że te grupy cukrowcowe związane są 
z postulowanymi specyficznymi miejscami recepcyjnymi i towarzyszą
cymi im kanalikami dla przepływu jonów.

Akert (1971) uważa, iż najmniejsza niedokładność w przewodnictwie 
chemicznym informacji w synapsie, w następstwie nieprawidłowej bu
dowy chemicznej transmitera lub jego nieprawidłowego rozładowania, 
może spowodować zaburzenia psychiczne lub neurologiczne.

Przeprowadzone przez nas badania miały na celu przeanalizowanie 
zmian zawartości substancji przekaźnikowej w pęcherzykach synaptycz
nych po pojedynczych lub gromadnych napadach padaczkowych oraz 
prześledzenie w jakim czasie po napadach padaczkowych następuje od
budowa neurotransmiterów. Dla uwidocznienia neurotransm iteró w za
wartych w pęcherzykach, zastosowano metodę cynkowo jodowo-osmową 
opisaną przez Akerta i Sandri’ego (1968), a  zmodyfikowaną przez Kawa- 
nę i wsp. (1969).

MATERIAŁ I METODY

Badania przeprowadzono na 21 szczurach (samce 12 tygodniowe) po
chodzących ze stada, obciążonego uwarunkowaną genetycznie padaczlką 
audiogenną- Stado otrzymano z Insty tu tu  Fizjologii Akademii Nauk Me
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dycznych w Moskwie i hodowano selektywnie, dla uzyskania 100% reak
tywności napadem padaczkowym na bodziec słuchowy. Napad padaczko
wy wywoływano dźwiękiem dzwonka elektrycznego o mocy około 100 
decybeli. Charakterystykę napadu i dokładny opis jego wywołania 
przedstawiono w pracy Dymeckiego i wsp. (1977). Dla prześledzenia dy
namiki zmian po napadzie, zwierzęta doświadczalne podzielono na nastę
pujące 2 grupy: I grupa — pojedynczy napad audiogenny; m ateriał po
bierano natychmiast po napadzie, po 30 minutach, po 60 minutach. II 
grupa — gromadny napad padaczkowy (wywoływano osiem napadów w 
ciągu czterech godzin); materiał pobrano natychmiast po ostatnim na
padzie, po 30 minutach, po 60 minutach. Z każdej grupy doświadczalnej 
pobrano mózgi od trzech szczurów. Równocześnie pobrano m ateriał od 
trzech zwierząt kontrolnych, u których nie wywołano napadów padacz
kowych. Należy zaznaczyć, iż podczas wywoływania napadów gromad
nych u niektórych zwierząt nie udało się uzyskać wszystkich pełnych 
napadów drgawkowych. Te zwierzęta nie były zaliczane do grupy eks
perymentalnej.

W narkozie dootrzewnowej (Eunarkon w dawce 40 mg/kg wagi ciała) 
otwierano klatkę piersiową i podawano płyn utrwalający do lewej ko
mory pod stałym ciśnieniem 50 mm Hg, przy jednoczesnym otwarciu 
prawego przedsionka serca. Do perfuzji zastosowano roztwór 4% para- 
form aldehydu w 0,05 M buforze fosforanowym o pH 7,4 z dodatkiem 
8% sacharozy. Paraformaldehyd został przygotowany według metody 
Karnovs'ky’ego (1965). Po przeprowadzeniu perfuzji pobierano z kory za- 
woju hipokampa wycinki, które utrw alano przez 2 godziny w 6% gluta- 
raldehydzie przygotowanym na 0,1 M buforze fosforanowym o pH 7,4 
(Juraniec i wsp., 1974). Pobrany materiał z każdej grupy zwierząt został 
podzielony na dwie części. Część m ateriału była dotrwalana w 1% czte- 
rotlenku osmu przez okres 2 godzin- Materiał przeznaczony do impreg
nacji jodkiem cynku — osmem, był przenoszony do buforu Tris (Martin 
i wsp., 1969). Następnie prowadzono reakcję cynkowo-jodowo-osmową we
dług metody Kawany i wsp. (1969). Materiał odwadniano według spo
sobu Schultza i Karlssona (1972) i zatapiano w Eponie 812. Ultracien- 
kie skrawki dobarwiano octanem uranylu  i cytrynianem  ołowiu, oglą
dano i wykonywano dokumentację na mikroskopie elektronowym JEM- 
- 7 A .

W celu obliczenia liczby pęcherzyków synaptycznych, wypełnionych 
oraz nie wypełnionych produktem reakcji cynkowo jodowo-osmowej, 
z każdej badanej grupy wybrano przypadkowo dwadzieścia kolbek syna
ptycznych. Obliczenia wykonano na elektronogramach o powiększeniu 
150 000 X, przy zwróceniu uwagi na to, aby wszystkie pęcherzyki syna
ptyczne nadawały się do identyfikacji.
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WYNIKI

W materiale grupy kontrolnej, nie impregnowanym metodą cynkowo 
jodowo-osmową, pęcherzyki synaptyczne w synapsach pobudzających, któ
rymi głównie się zajmujemy, m ają kształt okrągły, wyraźne zgrubienie 
pre- i postsynaptyczne oraz szeroką szczelinę synaptyczną (ryc. 1). Po

Ryc. 1. Grupa kontrolna. Synapsa typu 1. Kolbka synaptyczna zawiera okrągłe 
pęcherzyki i mitochondrium. Szczelina synaptyczna utworzona przez błonę  
pre- i postsynaptyczną. Utrwalanie paraform aldehydowo-glutaraldehydowe. Pow.

120 000 X.
Fig. 1. Control group. Synapse type 1. Synaptic sack contains round vesicles and 
mitochondrium. Synaptic fissure formed by presynaptic and postsynaptic membrane.

Paraformaldehyde-glutaraldehyde fixation. X 120 000.

impregnacji cynkowo jodowo-osmowej w m ateriale kontrolnym około 
97% pęcherzyków synaptycznych jest wypełnionych elektronowogęstym 
produktem reakcji (ryc. 2).

Grupa I. W grupie zwierząt, u którzych wywołano pojedynczy napad 
padaczkowy, a m ateriał pobrano bezpośrednio po napadzie zaledwie 
54% pęcherzyków posiada w swym wnętrzu produkt reakcji. Pozostałe 
pęcherzyki sprawiają wrażenie pustych (ryc. 3, 4). W grupie, w której 
materiał pobrano 30 m inut po pojedynczym napadzie, liczba pęcherzy
ków zawierających produkt reakcji zwiększyła się. Z przeprowadzonych 
obliczeń wynika, że 79% pęcherzyków wykazuje dodatnią reakcję cyn
kowo jodowo-osmową (ryc; 5). Synapsy grupy doświadczalnej, w której 
materiał pobrano po 60 minutach, przypominają obrazy obserwowane
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w kontroli. Analizowane s truk tu ry  w 82% są wykontrastowane stoso
wanym  przez nas wyznacznikiem (ryc. 6).

Grupa II. Grupa, u której wywołano napady gromadne i natychmiast 
po ostatnim napadzie pobrano materiał, prezentuje kolbki synaptyczne

Ryc.  2. Grupa kontrolna. Produkt reakcji cynkowo jodowio-osmowej wypełnia  
pęcherzyki synaptyczne okrągłe i spłaszczone. Pow. 32 000 X.

Fig. 2. Control group. Product of zinc iodine-osm ium  reaction fills the round 
and flattend synaptic vesicles. X 32 000.

o najwyraźniejszych zmianach. Większość pęcherzyków synaptycznych 
uległa opróżnieniu (ryc. 7). Widywano kolbki, w których tylko 2 lub 3 
pęcherzyki były wypełnione wyznacznikiem. Z wykonanych obliczeń w y
nika, że zaledwie 9% wszystkich pęcherzyków synaptycznych zawierało 
w swym wnętrzu elektronowogęsty materiał. Porównując pęcherzyki sy
naptyczne tej grupy zwierząt z obserwowanymi w materiale kontrolnym 
stwierdzono, że niektóre z nich są powiększone (ryc. 8). Mitochondria po
siadają rozdęte grzebienie i przejaśnioną macierz. Zaobserwowano roz
warstwienie błon kolbek synaptycznych, a niekiedy zatarcie ich s truk tu 
ry. W cytoplazmie komórek lub ich wypustkach, do których przylegają 
synapsy, widoczne jęst gromadzenie ziarn glikogenu.
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Ryc.  7. Grupa II, bezpośrednio po ostatnim napadzie. Duże zmiany zwyrodnienio
w e  w  kolbce synaptycznej. Tylko pojedyncze pęcherzyki wypełnione produktem

reakcji. Pow. 115 000 X.
Fig. 7. Group II, immediately after last epileptic fit. Marked degenerative changes 
in synaptic sack. Only a few  synaptic vesicles filled with reaction product.

X 115 000.

Ryc.  3. Grupa I, bezpośrednio po pojedynczym napadzie. Część pęcherzyków  
owalnych nie zawiera produktu reakcji. Pęcherzyki spłaszczone synapsy ham ują

cej posiadają elektronowogęsty materiał. Pow. 42 000 X.
Fig. 3. Group I, immediately aftel single seizure. Number of oval vesicles does 
not contain reaction product. Flattend vesicles of inhibitory synapse contain 

electron dense material. X 42 000.
Ryc.  4. Grupa I, bezpośrednio po pojedynczym napadzie. Fragment synapsy po
budzającej. Połowa pęcherzyków synaptycznych nie zawiera produktu reakcji.

Pow. 126 000 X.
Fig. 4. Group I, immediately after single seizure. Fragment of excitatory synapse. 

Half of number of synaptic vesicles devoid of reaction product. X 126 000.
Ryc.  5. Grupa I, 30 minut po puojedynczym napadzie. W kolbce synapsy pobudza
jącej część pęcherzyków nie jest wypełniona produktem reakcji. Pow. 50 000 X. 
Fig.  5. Group I, 30 minutes after single seizure. In the sack of excitatory synapse  

some vesicles are not filled with reaction product. X 50 000.
Ryc.  6. Grupa I, 60 minut po pojedynczym napadzie. Pęcherzyki kolbek synap

tycznych w ypełnione substancją przekaźnikową. Pow. 50 000 X.
Fig. 6. Group I, 60 minutes after single seizure. Vesicles of synaptic sacks filled 

with transmitter substance. X 50 000.
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W grupie zwierząt, u których pobrano materiał 30 minut po ostatnim 
napadzie drgawkowym, około 50% pęcherzyków jest ponownie wypełnio
nych produktem  reakcji (ryc. 9). Kolbki synaptyczne posiadają mitochon
dria z wyraźnymi cechami obrzęku. Niekiedy są one tak bardzo zmie
nione, że tylko obrysy podwójnej błony stanowią cechę rozpoznawczą 
mitochondrium.

Materiał, który został pobrany w 60 minut po ostatnim napadzie w y
kazuje, że znaczna większość pęcherzyków jest wypełniona produktem 
reakcji. Z przeprowadzonych obliczeń wynika, że w przeanalizowanych 
20 kolbkach presynaptycznych zastosowany wyznacznik wypełnił 78% 
pęcherzyków (ryc. 10). Po przeliczeniu licżb bezwzględnych na wartości 
procentowe przedstawiono je w formie wykresu.

W yk re s  1. Liczba pęcherzyków synaptycz
nych wyimpregnowanych przy pomocy m e
tody cynkow o jodowo-osmowej wyrażona  
procentowo. С — grupa kontrolna, I — po
jedynczy napad audiogenny, II — gromadny  
napad audiogenny, A — materiał pobrany  
bezpośrednio po ostatnim napadzie, В — 
pobrany po 30 minutach, С — pobrany po 

60 minutach.

Diagram 1. Number of synaptic vesicles  
impregnated w ith zinc iodine-osm ium method  
expressed in percent. С — control group, 
I — single audiogenic seizure, II — collective  
audiogenic seizure, A — material obtained  
im mediately after last fit, В — obtained 
after 30 minutes, С — obtained after 60 

minutes.

82%
79% 777,
77%

54%

у /

1

;

78%

50%

9%

LJ
с  ІА IB i c  Д а  sb  i c

Ryc.  8. Grupa II, bezpośrednio po ostatnim napadzie. Duże pęcherzyki synaptycz
ne, zaledwie kilka pęcherzyków wyimpregnowanych metalami ciężkimi. Rozwar

stw ienie  błon otaczających kolbkę synaptyczną. Pow. 150 000 X.
Fig. 8. Group II, immediately after last epileptic fit. Large synaptic vesicles and
only few  impregnated with heavy metals. Splitting of membranes of synaptic

sack. X 150 000.
Ryc. 9. Grupa II, 30 minut po ostatnim napadzie. Liczne pęcherzyki synaptyczne  

pozbawione produktu reakcji. Pow. 115 000 X.
Fig. 9. Group II, 30 minutes after last epileptic fit. Numerous synaptic vesicles  

devoid of reaction product. X 115 000.
Ryc.  10. Grupa II, 60 minut po ostatnim napadzie. Większość pęcherzyków w  kol-

bce synaptycznej wypełniona produktem reakcji. Pow. 70 000 X.
Fig. 10. Group II, 60 minutes after last epileptic fit. Majority of vesicles in 

synaptic sack filled with reaction product. X 70 000.
N e u r o p a t o l o g i a  P o l s k a  — 3
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Synapsy hamujące w mózgach zwierząt, u których wywołano napady 
padaczkowe nie wykazują istotnych zmian w porównaniu z materiałem 
kontrolnym (ryc. 11). Pęcherzyki spłaszczone, zlokalizowane w koLbkach 
synaps hamujących wszystkich badanych grup, zawierały w swym wnę
trzu  elektronowogęsty produkt reakcji cynkowo jodowo-osmowej-

Ryc.  11. Grupa I, 30 minut po pojedynczym napadzie. Synapsa hamująca. P ęche
rzyki spłaszczone wykontrastowane przy pomocy metody cynkowo jodow o-osm o

wej. Pow. 170 000 X.
Fig. 11. Group I, 30 minutes after single seizure. Inhibitory synapse. Flattend  

vesicles contrasted with zinc iodine-osm ium method. X 170 000.

OMÓWIENIE

Przedstawione wyniki badań dotyczyły morfodynamiki zmian w syna
psach okolicy hipokampa szczurów, u których wywołano napady padacz
kowe. Zastosowana metoda cynkowo jodowo-osmowa umożliwiła precy
zyjne określenie zmian zawartości pęcherzyków synaptycznych.

W preparatach pochodzących od zwierząt kontrolnych, przy zastoso
waniu impregnacji pęcherzyków synaptycznych metalami ciężkimi, 
uzyskano w 97% pęcherzyków dodatnią reakcję. Wyniki te przemawiają 
za wysokim stopniem specyficzności reakcji ujawniającej zawarty neu-
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rotransm iter w pęcherzykach, k tóre przy fizjologicznym przekazywaniu 
impulsów nerwowych ulegają ciągłemu opróżnianiu i regeneracji.

U zwierząt, u których wywołano jeden napad padaczkowy tylko 54% 
pęcherzyków synaptycznych bezpośrednio po napadzie wypełnionych 
jest produktem  reakcji. Można sądzić, że pojedynczy napad padaczkowy 
spowodował opróżnienie się pęcherzyków, natomiast okres kilku minut 
pomiędzy zakończeniem napadu a utrwaleniem m ateriału jest zbyt krótki 
na całkowite zregenerowanie transmitera.

Materiał pobrany od zwierząt w 30 m inut oraz 60 m inut po napadzie 
padaczkowym wykazuje dynamiczną regenerację neurotransmitera. 
Okres 30 m inut wystarczył, by 79% pęcherzyków posiadało w swym 
wnętrzu produkt reakcji histochemicznej, z czego można wnioskować, iż 
taka ilość transmitera jest przygotowana do ponownego podjęcia swoich 
funkcji przenośnikowych. Porównanie liczby pęcherzyków zregenero
wanych u zwierząt w 30 minut (79%) oraz 60 minut ((82%) po napadzie 
nie wykazuje istotnej różnicy. Prawdopodobnie okres 30 minut po poje
dynczym napadzie padaczkowym jest wystarczający dla prawie całko
witej odnowy neurotransmitera wyładowanego w pobudzeniu patolo
gicznym-

Napad gromadny spowodował w badanym materiale cięższe zmiany. 
Bezpośrednio po napadzie gromadnym tylko 9% pęcherzyków synaptycz
nych wypełnionych jest wyznacznikiem. Przemawia to za prawie całko
witym rozładowaniem neurotransm itera po napadzie gromadnym. W tej 
grupie obserwowano ponadto pęcherzyki synaptyczne większe niż w m a
teriale kontrolnym. Takie pęcherzyki obserwowali także Kawana i wsp.
(1971), Juraniec i wsp. (1974) oraz Dymecki i wsp. (1977). Autorzy ci 
uważają, iż zmiana wielkości pęcherzyków jest charaketrystyczna dla 
procesów zwyrodnieniowych zakończeń nerwowych. Akert i wsp. (1971) 
uzyskali analogiczne wyniki w materiale utrw alanym  aldehydami jak 
i nie u trw alanym  a następnie badanym przy pomocy techniki łupania 
na zimno. Te badania potwierdziły, iż obserwowane duże pęcherzyki nie 
są artefaktam i powstałymi podczas utrwalania, ale są wynikiem wczes
nych zmian zwyrodnieniowych. Napad gromadny powodował tak duże 
zmiany, że w 30 minut po wywołanym ostatnim wyładowaniu drgawko
wym, zaledwie 50% pęcherzyków synaptycznych uległo odbudowie. Na
tomiast okres czasu 60 minut po napadzie gromadnym jest wystarczają
cym na prawie pełne odbudowanie neurotransmitera. Jak  wykazały na
sze obliczenia nie ma znamiennych różnic w liczbie pęcherzyków wypeł
nionych produktem reakcji cynkowo jodowo-osmowej, pomiędzy m a
teriałem pobranym w 60 minut po napadzie gromadnym (78%) oraz w 
materiale pobranym w 60 minut po pojedynczym napadzie padaczko
wym (82%).
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Zmiany patologiczne obserwowano również w mitochondriach wystę
pujących w obrębie kolbek synaptycznych. Fakt ten świadczy, iż w w y
niku napadu padaczkowego dochodzi również do uszkodzenia aparatu  
energetycznego komórki. De Robertis (1971) w modelu padaczki kardiazo- 
lowej, wykrył zmiany w strukturze  synaps po napadzie padaczkowym. 
Uważa on, iż najwybitniejsze zmiany polegają na zmniejszeniu się liczby 
pęcherzyków synaptycznych oraz zwyrodnieniu mitochondriów. Warto 
przypomnieć, że w materiale pobranym w 60 minut po napadzie gromad
nym widoczne były zmiany w budowie mitochondriów.

N a obecnym etapie zajęliśmy się synapsami pobudzającymi, ponieważ 
synapsy hamujące nie wykazały tak wyraźnej dynamiki opróżniania się, 
co może być traktowane jako wynik bardzo szybkiej regeneracji albo 
może być związane z niewrażliwością tego typu synaps na napad pa
daczkowy. Badanie synaps namujących wymagałoby techniki szybszego 
utrwalania niż technika perfuzyjna, dla prześledzenia dynamiki zmian 
w synapsach bezpośrednio po napadzie.

WNIOSKI

1. Napad padaczkowy pojedynczy oraz gromadny, wywołuje wyłado
wanie neurotransmiterów w zakończeniach nerwowych. Po napadzie po
jedynczym okres czasu 30 minut jest wystarczający dla prawie całkowi
tego ponownego wypełnienia pęcherzyków synaptycznych substancją 
przekaźnikową, natomiast po napadzie gromadnym, prawie całkowita re
generacja następuje dopiero po 60 minutach.

2. Po napadzie gromadnym w kolbach synaptycznych występują zmia
ny degeneracyjne pod postacią powiększenia pęcherzyków synaptycz
nych oraz obrzęku mitochondriów.

3. Metoda cynkowo jodowo-osmowa okazała się przydatna w ocenie 
funkcjonalnych zmian pęcherzyków synaptycznych i może mieć dużą 
wartość w prowadzeniu badań poznawczych i diagnostycznych.

М. Вальски
' *

ЭЛЕКТРОННО-МИКРОСКОПИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ СИНАПСОВ  
В ОБЛАСТИ ГИППОКАМПА КРЫС С АУДИОГЕННОЙ ЭПИЛЕПСИЕЙ ПРИ  

ИСПОЛЬЗОВАНИИ ЦИНК-ЙОД-ОСМИЕВОГО МЕТОДА

Р е з ю м е

Исследования касались синапсов, происходящих из области гипокампа, у 21 
крысы с аудиогенной эпилепсией. Использованный метод цинк-йод-осмиевой  
импрегнации содержимого синаптических пузырьков позволил провести наблю
дения за их морфодинамикой. В контрольном материале около 97% синапти
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ческих пузырьков наполнено продуктом цинк-йод-осмиевой реакции, который, 
согласно литературным данным, соответствует передаточной субстанции. После 
эпилептического припадка всего лишь 54°/о пузырьков содержит продукт реак
ции. Тридцати минут после припадка достаточно для восстановления нейро- 
трансмиттера. Массовый эпилептический припадок вызывает опоражнивание 
содержимого почти всех пузырьков. Наблюдали также значительное увеличе
ние размеров синаптических пузырьков, что свидетельствует о дегенеративных 
изменениях. Массовый припадок является причиной того, что через 30 мин 
после вызванного последнего припадка всего лишь 50°/о содержимого синапти
ческих пузырьков подвергается восстановлению. Почти полная регенерация 
нейротрансмиттера наступает лишь только через 60 мин после последнего при
падка. Тормозящие синапсы не обнаружили такой четкой динамики опораж
нивания нейротрансмиттера.

М. Walski

ELECTRON MICROSCOPIC INVESTIGATIONS ON THE SYNAPSES OF THE 
HIPPOCAMPAL REGION OF THE RATS WITH AUDIOGENIC EPILEPTIC  

SEIZURES BY THE ZINC IODINE-OSMIUM METHOD

S u m m a r y

The study concerns the synapses of hippocampal region of 21 rats genetically  
conditioned with audiogenic epilepsy. The impregnation by means of zinc iodine- 
-osmium method allowed to observe the morphodynamics of synaptic vesicles  
content. In control material about 97% of synaptic vesicles are filled with zinc 
iodine-osm ium  reaction product which according to literature data, corresponds 
to the transmitter substance. After epileptic seizure only 54°/o of sacks contain 
the reaction product. Thirty minutes after the seizure suffice for the reconstruc
tion of neurotransmitter. Collective epileptic fit causes the evacuation of almost  
all vesicles. There was also observed marked enlargement of synaptic vesicles  
considered to be a sign of degenerative changes. Collective epileptic fit causes 
serious disturbances which in 30 minutes after last seizure are expressed by  
the reconstruction of only 50% of synaptic vesicles content. Almost complete  
regeneration of neurotransmitter occurs but in 60 minutes after the last seizure. 
Inhibitory synapses did not demonstrate such evident dynamics of neurotrans
mitter evacuation.
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BOGNA SCHMIDT-SIDOR, BARBARA LIPIŃSKA

WPŁYW DOŚWIADCZALNIE WYWOŁANYCH W CZASIE CIĄŻY 
NAPADÓW PADACZKOWYCH NA MÓZG MYSZY 

W RÓŻNYCH OKRESACH ROZWOJU

Zakład Neuropatologii Instytutu Psychoneurologicznego, Warszawa 
K ierownik Zakładu: doc. dr hab. Jerzy Dymecki

Występowanie padaczki u ludzi młodych wiąże się ze sprawą posiada
nia potomstwa. W ynikają z tego co najmniej 3 zagadnienia: dziedziczność 
choroby, wpływ napadów padaczkowych występujących u matki na roz
wijający się płód oraz zagadnienie toksyczności i teratogenności lęków 
przeciwdrgawkowych przyjmowanych w okresie ciąży przez kobietę cho
rą na padaczkę.

Znaczenie czynników genetycznych w padaczce uwidaczniają badania 
statystyczne, dotyczące występowania padaczki u bliźniąt. Z opracowa
nego dotychczas m ateriału  obejmującego 250 par bliźniąt jednojajowych
i około 500 par  bliźniąt dwujajowych zgodność co do zachorowania na 
padaczkę wykazano u 60,8% par bliźniąt jednojajowych, a tylko w 12,2% 
u bliźniąt dwujajowych (Koch, 1966).

Zagadnienie w pływu napadów drgawkowych na przebieg ciąży i roz,\ój 
płodu oraz szkodliwości stosowanych w tym okresie leków przeciwpa- 
dacżkowych były przedmiotem badań katamnestycznych (Janz, Fuchs. 
1964; Meadow, 1968, 1970; Speidel, Meadow, 1972), z których wyniką,. że 
wady rozwojowe oraz powikłania ciąży i porodu są rzadsze u kobiet, 
które w czasie ciąży nie były leczone lekami przeciwdrgawkowymi, niż 
w grupie kobiet otrzymujących te leki. Można by wnioskować, że leki 
przeciwpadaczkowe są bardziej niebezpieczne dla płodu niż napady pa
daczkowe matki w okresie ciąży. Może to jednak zależeć od ciężkości 
przebiegu padaczki.

W dostępnym piśmiennictwie nie znaleźliśmy danych dotyczących 
wpływu doświadczalnych napadów drgawkowych u matki na przebieg 
ciąży i rozwój płodu. Celem pracy było zbadanie czy doświadczalne na
pady padaczkowe, wywoływane u m atki w  czasie ciąży, powodują zmia-

Praca w ykonana w  ramach problemu w ęzłow ego 09.4.1.3.3.6.
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ny morfologiczne w mózgach potomstwa oraz czy zmiany te zależą od 
liczby i częstości napadów.

M ATERIAŁ I METODY

Badania przeprowadzono na samicach myszy pochodzących ze szczepu 
obciążonego genetycznie uwarunkowaną padaczką audiogenną oraz na 
ich potomstwie z I i II ciąży.

Do doświadczenia użyto 32 samice w wieku 2,5 miesiąca. Od początku 
ciąży tj. od czwartego dnia po połączeniu z samcem, u samic wywoły
wano przy pomocy dzwonka elektrycznego uogólnione napady drgawko
we według metody opisanej przez Markiewicz i Ostrowską (1977).

W I grupie, liczącej 9 samic, napady wywoływano codziennie, a w gru
pie II liczącej 23 samice co drugi dzień. W ywoływanie napadów kończo
no w obu grupach na 2 dni przed spodziewanym porodem. Przeprowadzo
no obserwacje kliniczne dotyczące przebiegu ciąży i rozwoju potomstwa 
oraz badania morfologiczne mózgów myszy urodzonych w trakcie do
świadczenia. Badania morfologiczne wykonano na 100 mózgach potom
nych myszy w wieku 5, 10, 15, 20 i 30 dni. Zwierzęta w  5 i 10 dniu życia 
dekapitowano w narkozie eterowej; mózgi wraz z czasżką utrwalano 
przez 1 dzień w 10% formalinie, następnie wyjmowano z czaszlki. Zwie
rzęta 15, 20 i 30 dniowe usypiano eterem, a mózg utrw alano przez do- 
sercową perfuzję 10% formaliną- Jako grupę kontrolną dla obserwacji 
klinicznych użyto 32 ciężarne samice w wieku 2.5 miesiąca pochodzące 
z tego samego szczepu myszy, u  których nie wywoływano napadów 
drgawkowych. Kontrolne badania morfologiczne przeprowadzono na 25 
mózgach myszy tego samego szczepu w grupach wieku, odpowiadają
cych myszom doświadczalnym.

Utrwalone mózgi zatapiano w parafinie. Mózgi myszy 5 i 10 dniowych 
skrawano seryjnie; 15, 20 i 30 dniowych badano na przekrojach przez 
obie półkule na poziomie skrzyżowania nerwów wzrokowych, wzgórza, 
śródmózgowia i móżdżku z opuszką. Skraw ki barwiono H-E, fioletem 
krezylu, metodą Klüver-Barrery i Weila.

W YNIKI  

Obserwacje kliniczne

Czas trwania ciąży u myszy z napadami drgawkowymi, wywoływany
mi doświadczalnie, jest taki sam, jak u myszy tego samego szczepu bez 
napadów drgawkowych. W grupie I, w której napady drgawkowe w y
woływano codziennie, wystąpiły liczne powikłania ciąży. W 2-ch przy
padkach był to poród przedwczesny. Dwie myszy padły przy porodzie,
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a pozostałe samice zagryzły swoje potomstwo. Tak więc z grupy myszy, 
u których w czasie I i II ciąży wywoływano napady drgawkowe co
dziennie, nie uzyskano potomstwa. Zmodyfikowano więc układ doświad
czeń, zmniejszając częstotliwość napadów.

W grupie II liczącej 23 samice, u których w czasie I ciąży wywoły
wano napady drgawkowe co drugi dzień, padły 4 samice (2 przy porodzie,
2 w czasie napadu drgawkowego), w czasie II ciąży padła 1 samica (po 
porodzie). W czasie pierwszej ciąży od 23 samic uzyskano 119 myszy, 
a w czasie drugiej od 19 samic — 79. Zjawisko zagryzienia potomstwa 
w I ciąży wystąpiło w 7 miotach spośród 23, a w II ciąży w 10 miotach 
wśród 19. Zagryzione mioty w  obu ciążach i w obu grupach stanowią 
47,9% miotów (w 'kontroli 5,5%).

Rozwój myszy urodzonych z I i II ciąży był prawidłowy- W wieku 
3-ch dni porastały włosem, w tym  samym czasie odchylały się im uszka, 
oczy otwierały się w 10-tym dniu  życia.

Obraz morfologiczny

W 4-ch pierwszych grupach wieku tj. w 5, 10, 15 i 20 dniu życia w ba
daniu morfologicznym stwierdzono zmiany świadczące o opóźnieniu roz
woju ośrodkowego układu nerwowego.

W grupie myszy 5-dniowych i 15-dniowych opóźnienie rozwoju w yra
żało się mniejszymi wymiarami mózgu niż u zwierząt kontrolnych (ryc. 
la, b), bogatszą masą macierzy w półkulach mózgowych, grubszą warstwą

Ryc.

Fig.

la.  Kontrola. Przekrój poprzeczny przez półkule mózgu myszy 5-dniowej. 
Fiolet krezylu. Pcw. lupowe.

la.  Control. Transverse section of the brain hemispheres of 5 days old mouse. 
Cresyl violet. Magn. glass.
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Obersteinera w móżdżku (ryc. 2a, b) oraz mniejszą dojrzałością kory no
wej, za czym przemawiała bogatsza w komôr'ki II w arstw a kory, gęstsze 
ułożenie komórek nerwowych w korze oraz mniej dojrzałe komórki ne r
wowe w porównaniu z odpowiednimi s trukturam i u myszy kontrolnych 
(ryc. За, b; 4a, b).

Ryc.  Ib. Przekrój poprzeczny przez półkule mózgu 5-dniowej m yszy doświad
czalnej. Cechy opóźnienia rozwoju mózgu. Fiolet krezylu. Pow. lupowe.

Fig. lb.  Experimental, 5 days old mouse. Transverse section of the brain h e 
mispheres. Retardation of development. Cresyl violet. Magn. glass.

W grupie myszy 15 dniowych do objawów wymienionych wyżej do
łączyły się objawy związane z opóźnieniem mielinizacji, a mianowicie 
obserwowano mniejszą ilość gleju mielinizacyjnego w spoidle wielkim, 
w jego promienistości oraz mniej włókien zmielinizowanych w porówna
niu z kontrolą (ryc. 5a, b).

W grupie myszy 20-dniowych jedynym  objawem opóźnionego rozwoju 
jest mniejsza ilość gleju mielinizacyjnego i mniejsza ilość zmielinizowa
nych włókien w spoidle i jego promienistości oraz w dolnych warstwach 
kory mózgowej.

Grupa myszy 30-dniowych nie różni się stopniem rozwoju od grupy 
kontrolnej.

Opisane zmiany stwierdzono w około połowie przypadków, a częstość 
występowania ich była podobna w obu ciążach-

W żadnej z badanych grup nie stwierdzono ubytków komórkowych, 
martwic, zmian krwotocznych ani nieprawidłowego ukształtowania s truk 
tu r mózgowych.
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Ryc.  2a. Kontrola. Móżdżek m yszy 15-dniowej. Fiolet krezylu. Pow. 60 X. 
Fig. 2a. Control. Cerebellum of 15 days old mouse. Cresyl violet. X 60.

Ryc. 2b. Móżdżek myszy doświadczalnej 15-dniowej. Przetrwała warstwa ziarni
sta zewnętrzna Obersteinera. Fiolet 'krezylu. Pow. 60 X.

Fig. 2b. Experimental, 15 days old mouse. Persistence of external, granular, 
cerebellar layer. Cresyl violet. X 60.

Ryc. 3a. Kontrola. Kora m ózgowa myszy 5-dniowej. P’iolet krezylu. Pow. 60 X. 
Fig. 3a. Control. Cerebral cortex of 5 days old mouse. Cresyl violet. X 60.

Ryc. 3b. Kora mózgowa myszy doświadczalnej 5-dniowej. Opóźnienie rozrwoju 
wyrażające się bogactwem kom órkowym  II w arstw y kory i gęstszym ułożeniem  
komórek nerwowych w  głębokich warstwach kory. Fiolet krezylu. Pow. 60 X. 
Fig. 3b. Experimental, 5 days old mouse. Cerebral cortex with features of d eve lop 
mental retardation: increased cellularity of II layer, denser arrangement of

neurons in deep cortical layers. Cresyl violet. X 60.

OMÓWIENIE WYNIKÓW

Z obserwacji klinicznych wynika, że rtiyszy, u których doświadczalnie 
wywoływano w okresie ciąży napady padaczkowe, padają częściej w 
okresie okołoporodowym niż zwierzęta kontrolne. Śmierć myszy w cza
sie napadów drgawkowych obserwowały również Markiewicz i Ostrow
ska (1977).
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Ryc.  4a. Kontrola. Kora mózgowa myszy 15-dmowej. Fiolet krezylu. Pow. 60 X. 

Fig. 4a. Control. Cerebral cortex of 15 days old mouse. Cresyl violet. X 60.
Ryc.  4b. Kora mózgowa myszy doświadczalnej 15-dniowej z cechami opóźnionego

rozwoju. Fiolet krezylu. Pow. 60 X.
Fig. 4b. Experimental, 15 days old mouse. Cerebral cortex with features of 

retarded development. Cresyl violet. X 60.
Ryc.  5a. Kontrola. Mysz 15-dniowa. Glej mielinizacyjny i włókna zmielinizowane  

w  spoidle wielkim. K lüver-Barrera. Pow. 400 X.
Fig. 5a. Control. 15 days old mouse. Myelination glia and myelinated fibres in 

corpus callosum. Kliiver-Barrera. X 400.
Ryc.  5Ъ. Mysz doświadczalna 15-dniowa. Mała ilość gleju mielinizacyjnego i brak 

włókien zmielinizowanych w  spoidle w ielkim. Klüver-Barrera. Pow. 400 X. 
Fig. 5b. Experimental, 15 days old mouse. Small amount of m yelination  glia 

and lack of myelinated fibres in corpus callosum. Klüver-Barrera. X 400.

Zjawisko zagryzania potomstwa może być wynikiem wielu czynników, 
jak brak wody, nieodpowiednia tem peratura i wilgotność, niewłaściwe 
odżywianie, niepokój, ujawnianie się genów letalnych. W naszym ma
teriale zjawisko zagryzania objęło 47,5% miotów doświadczalnych (przy 
5,5% w kontroli). Za zasadniczą przyczynę zagryzania potomstwa można 
uznać wywoływane w czasie ciąży napady padaczkowe, zwłaszcza, że w 
I grupie zwierząt, gdzie częstotliwość napadów była większa, wszystkie
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mioty zostały zagryzione. Sprawą dyskusyjną pozostanie zagadnienie, 
czy przyczyną był niepokój samicy, czy też zagryzała ona swe potom
stwo, bo było mniej wartościowe. Odpowiedź na to pytanie jest trudna, 
ponieważ badanie potomstwa bezpośrednio po porodzie jest niewskaza
ne, gdyż budzi niepokój samicy. Inni autorzy (Randt, Derby, 1973) obser
wowali wzmożone zagryzanie potomstwa u myszy niedożywionych w 
czasie ciąży, których młode wykazywały znaczny niedobór wagi mózgu.

Stwierdzone w badaniu morfologicznym opóźnienie rozwoju mózgu 
myszy pochodzących z ciąż powikłanych napadami drgawkowymi, można 
uznać za wynik zaburzeń hemodynamicznych, występujących w trakcie 
napadu drgawkowego matki. Z badań Meldruma i wsp. (1973) wiadomo, 
że dużemu napadowi padaczkowemu towarzyszy niedotlenienie. Stopień 
w jakim niedotlenienie w czasie napadu matki wpływa na niedotlenienie 
płodu nie jest znany i wymaga dalszych badań. Można przypuszczać, że 
powtarzanie się czynnika szkodliwego nawet o słabym nasileniu może 
doprowadzić do zaburzenia rozwoju. Działanie czynnika szkodliwego w 
okresie intensywnego podziału komórek i ich migracji, spowodowało 
opóźnienie dalszego rozwoju kory nowej. Opóźnienie mielinizacji należy 
w prosty sposób wiązać z opóźnieniem rozwoju komórek kory mózgowej- 
Badania Mcllwaina (1966) wykazały, że mielinizacja rozpoczyna się po 
wykształceniu przez akson jego najdalszej synapsy, a więc po zakończe
niu pewnego etapu rozwoju komórki nerwowej. Z badań Fischera (1973) 
oraz Maślińskiej (1972) wiadomo, że niedotlenienie w czasie życia pło
dowego opóźnia rozwój ośrodkowego układu nerwowego.

Z zestawień, dotyczących czynników wywołujących wady ośrodkowe
go układu nerwowego u dzieci (Mc Donald, 1962; Leck i wsp., 1968; Ter- 
plan, 1967; Eastman, 1962; Puder, 1964) oraz z badań katamnestycznych 
potomstwa kobiet chorujących na padaczkę (Janz, Fuchs, 1964; Speidel, 
Meadow, 1972) wynika, że padaczka nie wywołuje wad ośrodkowego 
układu nerwowego. Speidel i Meadow (1972) są zdania, że występowanie 
wad wrodzonych u dzieci matek, chorych na padaczkę, związane jest ra 
czej z leczeniem kobiety w czasie ciąży lekami przeciwdrgawkowymi, niż 
z występowaniem napadów.

Padaczka matki nie bywa wymieniana jako przyczyna uszkodzeń oko
łoporodowych (Courville, 1959; Eastman, 1962; Puder, 1964; Eljaszewicz, 
1964; Usoskin, Semenowa, 1964). Opisywano przypadki urodzenia zdro
wych noworodków mimo przedłużającego się stanu epileptycznego u m at
ki w okresie ciąży (Mc Clure, 1955; Neu, 1907 cyt. za Janzem i Fuch- 
sem, 1964; Waldstein, 1928). Dokładne i wszechstronne badania katam- 
nestyczne potomstwa kobiet chorych na padaczkę wykazałyby być może 
nieuchwytne przy urodzeniu i we wczesnym okresie życia objawy opóź
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nienia rozwoju ośrodkowego układu nerwowego stanowiące tzw. zespół 
minimalnych uszkodzeń.

Przeprowadzenie analogii między wynikami doświadczeń prowadzo
nych na zwierzętach, w dodatku tak nisko postawionych w hierarchii 
rozwoju, jak mysz, a patologią ludzką jest niewątpliwie niedopuszczalne 
i trudno je przenosić na człowieka. Wydaje się jednak, że istnieje pew
na zgodność naszych wyników, a także wyników podobnych badań pro
wadzonych na innych zwierzętach (Dąmbska i wsp. 1976) z danymi do
tyczącymi człowieka.

Można sądzić, że duże napady drgawkowe wywoływane u matki w 
czasie ciąży nie są przyczyną wad rozwojowych ośrodkowego układu ne r
wowego u myszy ani też nie wywołują nieodwracalnych uszkodzeń tkan
ki mózgu, natomiast powodują opóźnienie rozwoju ośrodkowego układu 
nerwowego, wyrównujące się około 30 dnia życia.

Б. Шмидт-Сидор, Б. Липиньска

ВЛИЯНИЕ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНО В Ы ЗВА Н Н Ы Х  ВО ВРЕМЯ
БЕРЕМЕННОСТИ ЭПИЛЕПТИЧЕСКИХ ПРИПАДКОВ НА МОЗГ МЫШИ  

НА Р А ЗН Ы Х  СТАДИЯХ РАЗВИТИЯ

Р е з ю м е

У самок мыши с аудиогенной эпилепсией вызвали во время двух очередных  
беременностей припадки конвульсий.

Нейропатологическое исследование мозга у потомства показало отставание 
созревания центральной нервной системы, компенсируемое около 30 дня жизни. 
Не наблюдали ни аномалий в развитии мозга, ни вторичных изменений.

В. Schmidt-Sidor, В. Lipińska

EFFECT OF EXPERIMENTALLY INDUCED EPILEPTIC SEIZURES DURING  
PREGNANCY ON THE MOUSE BRAIN AT VARIOUS PERIODS 

OF DEVELOPMENT

S u m m a r y

Epileptic seizures were induced in mice conditioned with audiogenic epilepsy  
during two consecutive pregnancies.

Neuropathological investigation of the offspring brains showed som e retarda
tion of the development of the central nervous system which was compensated  
in about 30-th day of life. Neither cerebral malformations nor secondary changes 
in brain tissue were observed.
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THE EFFECT OF INTOXICATION WITH METHYLNITROSOUREA 
ON THE LIPID COMPOSITION OF CEREBRAL MYELIN*)

Department o f  Neurology, Academ y of Medicine, Poznań, Poland 
Head: Prof. M. Wendei

The alkyl derivatives of nitrosourea are chemical compounds capable 
of inducing irreversible cellular changes on a molecular level, mainly by 
v irtue  of their effects on nucleic acids and proteins. Neoplastic tumors 
of the central nervous system and of other organs as well as malforma
tions have been reported to be the final result of action of these com
pounds. This very problem has been reviewed in details by Kirsch et al.
(1972) and by Wollemann (1974).

The studies of Kroh (1973, 1976 a) have shown, that ethyinitrosourea 
affects the cerebral white  m atter  of experimental animals as well, when 
administered to pregnant mice. When administered to pregnant mice, the 
poison though not interfering with myelination process, happened to 
bring about demyelination in the  m ature brain and cerebellum of a signi
ficant num ber of mice intoxicated during intrauterine life. The affected 
animals displayed multifocal demyelination without any relationship to 
vascular system, and without notable cellular response round the de
myelination foci.

The same author (Kroh 1976 b) reported about the delayed occurrence 
of multiple demyelinating foci and axonal lesions with presence of 
myelin katabolism deposits in brains of some mothers, injected during 
pregnancy with ethyinitrosourea. The herewith described demyelinating 
process bare some resemblance to that observed in human pathology, 
w hen we are confronted with multiple, disseminated lesions of the 
myelin sheaths.

The pathomechanism of demyelination brought about by alkyl-nitro- 
sourea is entirely obscure but the elucidation of this particular mecha

* This investigation w as supported by the Polish Academ y of Sciences,  
10.4.2.02.3.3.
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nism would surely contribute immensely to the understanding of essen
tial aspects of demyelination in general. That is why we have underta
ken a study on the effect of experimental m ethylnitrosourea poisoning 
on the myelin lipid composition.

MATERIAL AND METHODS

Adult BD IX rats of either sex, 200—300 g of body weight were inje
cted intravenously once daily for 6 consecutive days w ith  3% w ater 
solution of methylnitrosourea (MNU) at doses of 60 mg of MNU per kg 
of body weight.

The lipid composition of the myelin fraction obtained from animals 
sacrificed 2, 3, 4, 6, 8 and 12 weeks following the last incjection of MNU 
was studied.

Chemical procedure. The brains assigned for chemical determinations 
were processed as quickly as possible following decapitation. The white 
matter, separated from the whole brain according to macroscopic m or
phological criteria were used for isolating the myelin fraction according 
to the method described by Norton and Poduslo (1973)- The white m atter  
specimens were subjected to differential centrifugation in a discontino'us 
(0.32 and 0.85 M, pH 7.0) sucrose gradient using a swing-out head.

The isolated myelin fraction was washed three times with distilled 
water, each washing followed by centrifugation at 70 000 X g for 20 min. 
The final sediment was dried in vacuum to constant weight.

The identity and purity  of the obtained myelin fraction was checked 
by means of electron microscopy.

Lipids were extracted from the myelin fraction according to the 
method of Folch-Pi et al. (1957). The extracted total lipids were fu rther  
separated by means of combined column and th in-layer chromatogra
phy. Cerebrosides, sulfatides and cholesterol were separated and estima
ted by the chromatographic procedure after Svennerholm (1964). Chole
sterol was quantitated after elution of the silica gel scrapings, using the 
method of Sperry and Webb (1950), and cerebrosides as well as sulfatides 
using the method of Radin et al. (1955). Phospholipids were separated by 
two dimensional chromatography according to the method described by 
Singh et al. (1971). The plates were coated with silica gel G (Merck), 
and developed in the first direction with chloroform : methanol : water 
(65:25:4). After drying the plates were hydrolyzed with 12% hydrochlo
ric acid in methanol- The HC1 and methanol were evaporated from the 
plate with a stream of nitrogen. Thereafter the plates were developed 
in the second direction with chloroform : acetone : methanol : glacial acetic
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acid : w ater (5:2:1:1:0.5). The phosphorus content of the so separated, 
identified and scraped off spots was determined after elution using the 
method of Bartlett (1959).

Histological techniques. Frozen brain sections were stained with the 
method of Spielmeyer, with H +  E, and with Sudan III. Sections embed
ded in celoidine were stained w ith  the methods of Woelcke, Nissl and 
with H + E ,  and those embedded in paraffin — with the methods of 
Kanzler, Nissl and Klüver-Barrera.

RESULTS

Clinical findings. During the period of methylnitrosourea administra
tion, after  3 or 4 injections, the animals made a sluggish, apathetic, slow 
appearance. Other neurological symptoms were not observed.

Histology. Dilatation of perivascular spaces along with spongious chan
ges located almost exclusively in the  cerebral and cerebellar white m at
ter, were seen in brain specimens from all experimental groups (Fig. 
1— 3). The spongious vacuoles w ere  sharply demarcated from the neigh-

Fig. 1. BD IX rat, 12 weeks after MNU intoxication. Spongious changes in the 
internal capsule fibres. Spielmeyer. X 30.

Rye.  1. Szczur BD IX, 12 tygodni po zatruciu MNU. Zmiany gąbczaste we włóknach  
torebki wewnętrznej. Spielmeyer. Pow. 30 X.

bourhood and were not accompanied by a marginal reaction of the glia- 
The myelin stains did not reveal any demyelinating foci, and staining 
with Sudan III failed to demonstrate sudanophilic deposits.
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Fig. 2. BD IX rat, 4 weeks after MNU intoxication. Frontal section o f  the brain. 
Oedema in the transversal fibres of the pons. W oelcke. X 12.

Rye.  2. Szczur BD IX, 4 tygodnie po zatruciu MNU. Przekrój czołowy mózgu. 
Obrzęk we włóknach poprzecznych mostu. Woelcke. p ow . 12 X.

Fig. 3. BD IX rat, 6 weeks after MNU intoxication. Spongious alterations in the  
cerebellar w hite  matter. H.—E. X 12.

Rye.  3. Szczur BD IX, 6 tygodni po zatruciu MNU. Zm iany gąbczaste w  istocie  
białej móżdżku. H.—E. Pow. 12 X.
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On single occasions, some focal rarefaction of the cerebellar granular 
layer was noticed. None of the experimental animals happened to develop 
malignant tumors.

Biochemistry. The lipid composition of the myelin preparations isola
ted from the intoxicated animals revealed a num ber of quantitative 
changes, some of them  restricted only to particular experimental groups, 
and other persisting throughout the whole period of investigation.

The most impressive change, observed over the whole experimental 
period, was the striking decrease of the sphingomyelin content, which 
happened to drop to about 50% of control values. The myelin prepara
tion of animals sacrificed during the early period following MNU trea t
ment (2—3 weeks), revealed a considerable decline of total phospholi
pids, caused mainly by losses of plasmalogens, and the serine together 
with inosito'lphosphatid fractions.

A t  the time of 4 and 12 weeks following intoxication — an appre
ciable amount of cholesterol esters was demonstrable in the myelin 
fraction of the experimental animals (Table 1).

The alterations, when expressed in percentages of total myelin lipids 
revealed a considerable increase of the cholesterol esters content, ran 
ging from 100 to 300% in almost all experimental groups. The other 
lipid constituents were showing the same direction of changes when 
expressed in g/100 g of tissue dry weight (Table 2).

In Table 3, there  are presented quantitative changes of the individual 
phospholipid fractions, expressed in percentages of total phospholipids. 
Here again, the significant decline of the sphingomyelin fraction becomes 
apparent.

The proportions of the two main glycolipid classes (cerebrosides and 
sulfatides) constituting the total myelin glycolipids were shifted towards 
an increase of the relative percentage of cerebrosides on the expense of 
sulfatides. These changes were seen in all experimental groups covering 
the period of 2—8 weeks following the last incjection of methylnitro- 
sourea. In the myelin fraction isolated from animals sacrificed 3 months 
after trea tm ent with MNU, these proportions did no longer deviate from 
control ones (Table 4).

DISCUSSION

The interest in the effects which methvlnitrosourea exerts on the 
central nervous system originates from its strong neurotropic carcinoge
nicity. Thus, almost all studies dealing with derivatives of nitrosourea 
were concerned with this aspect of their metabolic effectiveness-
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Table 1. Lipid composition of brain myelin in experimental M NU intoxication (in g/100 g of dry tissue)
Tabela 1. Skład lipidów mieliny mózgu w doświadczalnym zatruciu M NU (w g/100 g suchej tkanki)

L i p i d s Normal animals
Time after 

Czas po
intoxication
zatruciu

L i p i d y Norma 2 weeks 
2 tygodnie

3 weeks 
3 tygodnie

4 weeks 
4 tygodnie

6 weeks 
6 tygodni

8 weeks 
8 tygodni

12 weeks 
12 tygodni

Cholesterol
Cholesterol 6.7±0.28 6.1 ±0.28 6.4±0.25 6.8±0.16 6.9±0.38 6.7±0.44 6.64-0.08
Cholesterol esters 
Estry cholesterolu 0.2±0.01 0.3±0.04 0.3±0.03 0.4±0.06 0.1 ±0.17 0.3±0.02 0.5±0.06
Cerebrosides
Cerebrozydy 7.1 ±0.29 6.4±0.48 7.8±0.17 7.5±0.08 8.9±0.36 7.9±0.16 6.6±0.17
Sulfatides
Sulfatydy 2.1 ±0.05 1.0±0.18 1.3±0.03 1.7±0.10 2.1 ±0.23 1.8±0.09 1.9±0.05
Phosphatidyl acids 
Kwasy fosfatydowe 0.1±0.01 0.1 ±0.02 0.1±0.01 0.04±0.01 0.1±0.03 0.1±0.01 0.1±0.01
Sphingomyelins
Sfingomieliny 1.2±0.15 0.6±0.05 0.6±0.01 0.7±0.01 0.7±0.04 0.7±0.04 0.7±0.04
Phosphatidyl choline 
Fosfatydylocholina 3.3±0.32 2.3±0.06 3.0±0.02 3.2±0.04 3.1 ±0.19 3.2±0.05 2.9±0.30
Lysophosphatidyl choline 
Lizofosfatydycholina 0.2±0.04 0.1±0.01 0.1±0.01 0.2±0.01 0.1±0.01 0.2±0.02 0.2±0.01
Phosphatidyl serine ±  phospho- 

inositides 
Fosfatydyloseryna ±  fosfo inozy

tol 1.2±0.04 0.7±0.06 1.1 ±0.05 1.4±0.05 1.3±0.08 1.4±0.06 1.0±0.04
Phosphatidyl ethanoloamine 
Fosfatydyloetanoloamina 1.2±0.07 0.9±0.05 1.0±0.01 1.0±0.04 1.0±0.06 1.1 ±0.05 0.9±0.06
Plasmalogen
Plazmalogen 3.7±0.13 2.7±0.06 3.6±0.02 3.6±0.03 4.0±0.15 4.0±0.09 3.8±0.22

Total glycolipids 
Glikolipidy całość 9.2±0.34 7.6±0.60 9,0±0.13 9.3±0.16 11.0±0.50 9.7 ±0.32 8.5±0.16
Total phospholipids 
Fosfolipidy całość 11.0±0.39 7.4±0.20 9.5±0.05 10.1 ±0.22 10.3±0.49 10.7±0.26 9.7±0.37

Values are expressed as the mean ±  standard error.
Średnia ±  średni błąd średniej

Number of estimation in each group: 6. 
Liczba oznaczeń w każdej grupie: 6.

Significant differences underlined. 
Istotne różnice podkreślono.
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Table 2. Lipid composition of brain myelin in experimental M NU intoxication (in % of total myelin lipids)
Tabela 2. Skład lipidów mieliny w mózgu w doświadczalnym zatruciu M NU (w % całkowitych lipidów mieliny)

Time after intoxication
L i p i d s Normal animals Czas po zatruciu
L i p i d y Norma 2 weeks 3 weeks 4 weeks 6 weeks 8 weeks 12 weeks

2 tygodnie 3 tygodnie 4 tygodnie 6 tygodni 8 tygodni 12 tygodni

Cholesterol
Cholesterol 24.8±0.45 28.2±0.71 25.4±0.75 25.7±0.36 24.6±0.86 25.3±0.91 26.1 ±0.60
Cholesterol esters
Estry cholesterolu 0.6±0.05 1.3±0.16 1.2±0.12 1.4±0.19 0.9±0.06 1.2±0.09 2.0±0.06
Cerebrosides
Cerebrozydy 26.2±0.50 30.3 ±  1.09 30.9±0.68 28.4±0.19 31.1 ±0.22 28.6±0.44 26.1 ±0.40
Sulfatides
Sulfatydy 7.7±0.12 5.5±0.63 5.0±0.15 6.4±0.24 7.1 ±0.30 6.3±0.21 7.7±0.56
Phosphatidyl acids
Kwasy fosfatydowe 0.5±0.06 0.5±0.11 0.3±0.03 0.1±0.01 0.5±0.18 0.5±0.04 0.6±0.05
Sphingomyelins
Sfingomieliny 4.3±0.44 2.7±0.19 2.5±0.08 2.6±0.03 2.6±0.09 2.7±0.08 2.6±0.14
Phosphatidyl choline
F osfatydylocholina 12.2±0.29 10.9±0.44 11.9±0.19 12.0±0.25 11.0±0.40 11.4±0.18 11.6±0.26
Lysophosphatidyl choline
Lizofosfatydylocholina 1.0±0.10 0.6±0.04 0.4±0.07 0.7±0.01 0.4±0.02 0.7±0.05 0.7±0.05
Phosphatidyl serine +  phospho -

inositides
Fosfatydyloseryna +  fosfoinozy-

tol 4.6 ±0.25 3.3±0.16 4.3±0.21 5.2±0.17 4.4±0.17 4.9±0.24 3.8±0.21
Phosphatidyl ethanoloamine
Fosfatydyloetanoloamina 4.5±0.30 3.9±0.24 3.9±0.17 3.9±0.16 3.5±0.16 4.1±0.19 3.7±0.14
Plasmalogen
Plazmalogen 13.6±0.54 12.8±0.55 14.2±0.12 13.6±0.22 13.9±0.42 14.3±0.16 15.1 ±0.22
Total glycolipids
Glikolipidy całość 33.9±0.53 35.8±1.49 35.9±0.60 34.8±0.29 38.2±0.50 34.9±0.52 33.8±0.56
Total phospholipids
Fosfolipidy całość 40.7±0.31 34.7±0.90 37.5±0.39 38.1 ±0.56 36.3±0.98 38.6±0.53 38.1 ±0.57

Values are expressed as the mean ±  standard error. Number of estimation in each group: 6. Significant differences underlined.
Średnia ±  średni błąd średniej Liczba oznaczeń w każdej grupie: 6. Istotne różnice podkreślono.
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Table 3. Phospholipids of brain myelin in experimental M NU intoxication (in % of total myelin phospholipids)
Tabela 3. Fosfolipidy mieliny mózgu w doświadczalnym zatruciu MNU (w % całości fosfolipidów mieliny)

Phospholipids
Fosfolipidy

Normal animals 
Norma

Time after intoxication 
Czas po zatruciu

2 weeks 
2 tygodnie

3 weeks 
3 tygodnie

4 weeks 
4 tygodnie

6 weeks 
6 tygodni

8 weeks 
8 tygodni

12 weeks 
12 tygodni

Phosphatidyl acid 
Kwasy fosfatydowe 0.9±0.17 1.4±0.34 1.1 ±0.15 0.9±0.28 1.0±0.38 0.9±0.19

0 . 

1.0±0.25

Sphingomyelins
Sfingomieliny 11.0 ±  1.07 8.0±0.57 6.3±0.27 6.9±0.07 6.9±0.18 6.5±0.27 7.3±0.35

Phosphatidyl choline 
Fosfatydylocholina 30.3dz0.64 31.0±0.60 31.6±0.2G 31.4±0.43 30.1 ±0.83 29.9±0.52 30.2±0.59

Lysophosphatidyl choline 
Lizofosfatydylocholina 1.8 ±0.47 1.4±0.25 1.0±0.18 1.9±0.10 0.9±0.05 1.9±0.14 2.1 ±0.14

Phosphatidyl serine ±  phos- 
phoinositides 

Fosfaty dyloseryna ±  fosfoinozy- 
tol 11.1±0.61 9.5±0.52 11.6±0.61 13.7 ±0.39 12.6±0.38 13.1 ±0.55 10.4±0.39

Phosphatidyl ethanoloamine 
F osfatydyloetanoloamina 11.1±0.71 12.2±0.68 10.5±0.12 9.8±0.41 9.7 ±0.21 10.3±0.40 9.4±0.41

Plasmalogen
Plazmalogen 33.8 ±  1.38 36.5±0.80 37.9±0.39 35.3 ±0.39 38.8±0.45 37.4±0.48 39.6±0.53

Values are expressed as the mean ±  standard error.
Średnia ±  średni błąd średniej.

Number of estimation in each group: 6. 
Liczba oznaczeń w każdej grupie :6.

Significant differences underlined. 
Istotne różnice podkreślono.
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T able 4. Glycolipids o f  brain m yelin in experimental MNU intoxication (in % of  total myelin glycolipids) 

Tab f la  4. Glikolipdy mieliny mózgu w doświadczalnym zatruciu MNU (w % całości glikolipidów mieliny)

Glycolipids Normal animals

Time after 

Czas po

intoxication
zatruciu

Glikolipidy Norma 2 weeks 

2 tygodnie

3 weeks  

3 tygodnie

4 weeks 

4 tygodnie
6 weeks  

6 tygodni
8 weeks  

8*tygodni
12 weeks  

12 tygodni

Cerebrosides

Cerebrozydy 7 7 .2 ± 0 .2 6 8 6 .5 ± 1 .3 7 85.7 ±  0.61 8 1 .5 i0 .8 0 8 0 .9 i 0 .6 6

1.

81.4 ± 0 .5 6 7 7 .6 i0 .5 7

Sulfatides

S ulfatydy 22.8 ± 0 .4 0 13.5 ±  1.37 1 4 .3 ^ 0 .5 6 1 8 .5± 0 .80 19.1 i  0.67 18.6 i  0.56 2 2 .4 i0 .5 7

Values are expressed as the mean ±  standard error 

Średnia ±  średni błąd średniej.
Num ber o f  estim ation in each group: 6.
Liczba oznaczeń w  każdej grupie: 6 

Significant differences underlined.
Istotne różnice podkreślono.

Considerations about mechanisms by means of which MNU induces 
the neoplastic .growth of neuroglial or Schwann’s cells are still under 
current discussion. It has been suggested that alkylnitrosoureas become 
somehow metabolically activated to yield final or intermediate carci
nogenic compounds, affecting the metabolism of target cells.

Druckrey et al. (1965) have shown, that MNU when injected in tra
venously, gives rise to diazomethan, which is a strong alkylating agent, 
capable of methylating guanine, and thus changing the genetic code of 
nucleic acids. However, according to Viale (1972), the question of whe
ther  alkyl derivatives of nitrosourea effect selectively the metabolism of 
nucleic acids, or by virtue of their alkylating activity affect the overall 
protein metabolism more or less specifically — remains unsolved. 
Anyhow, Kleihues and Magee (1973) have proved that administration of 
N-methyl-N-nitrosourea to experimental animals has a prompt effect 
on the degree of méthylation RNA and DNA of the nervous tissue.

The studies of Kroh (1973, 1976a, b) have directed our attention to
wards another effect of alkyl-nitrosourea in the central nervous system, 
i.e. to its damaging action on the myelin sheath.

Our own observations have revealed, but only in a part of the expe
rimental animals (adult BD IX rats) treated with methylnitrosourea, the 
occurrence of morphological alterations in the myelin sheath, which 
resemble to some degree, those occurring after triethyl tin intoxication. 
The observed changes do not seem to be identical with genuine demyeli- 
nating processes, neither prim ary nor secondary ones. Hence, the obser
ved alterations in the myelin lipid composition following methylnitrcsc- 
urea trea tm ent have to be regarded as independent of the morpholo-
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gical changes in the sense that they are not the consequence of the 
structural alterations.

The chemical change which was most striking in this experimental 
condition, and so far not reported in typical demyelinating processes, 
was the massive loss of sphingomyelins from the affected sheaths. Less 
characteristic was the increase in the cholesterol esters content of the  
myelin fraction in the course of the experiment.

The myelin sheath, being the specific site of location of the enzyme- 
cholesterol esterase with the pH optimum of 7.2 (Eto and Suzuki, 1973), 
is capable of synthesizing cholesterol esters. The question, however, as in 
other demyelinating processes remains open, what factors determine the 
rate  of cholesterol esters esterification, and what are the biological 
implications from this chemical process.

The observations presented in this paper disclose some O'ther effects 
of alkyl-nitrosoureas on the adult nervous system. They show evidently 
that beside the carcinogenic effect, methylnitrosourea is an effective 
agent, disturbing the lipid metabolism of membrane structures of the  
central nervous system as exemplified by the myelin sheath.

M. Wender, Z. Adamczewska-Goncerzewicz, O. Mularek, J. Pankrac, J. Sędzik

WPŁYW ZATRUCIA METYLONITROZOMOCZNIKIEM NA SKŁAD LIPIDÓW
MIELINY W MÓZGU

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

Dorosłym szczurom rasy BD IX podawano metylonitrozomocznik w dawce 60 
mg/kg w agi ciała przez 6 kolejnych dni. Skład lipidów m ieliny badano po 2, 3,
4, 6, 8 i 12 tygodniach od dnia ostatniego wstrzyknięcia metylonitrozomocznika.

Przeprowadzone badania doprowadziły do następujących wniosków: 1. U części 
zwierząt stwierdza się w  istocie białej mózgu i móżdżku zm iany gąbczaste. 2. Frak
cja m ielinow a mózgu wykazuje w  pierwszych 3 miesiącach po zatruciu obniże
nie zawartości sfingomielin oraz zwiększenie zawartości estrów cholesterolu. 3. We 
w czesnym okresie po zatruciu (2 tygodnie po zakończeniu podawania m etylonitro
zomocznika) w ystępuję spadek zawartości w  mielinie frakcji zawierającej fosfa-  
tydyl seryny i fosfoinozytol. 4. Zatrucie metylonitrozomocznikiem powoduje u do
rosłych szczurów zaburzenia metabolizmu lipidów struktur błoniastych tkanki 
nerwowej.

М. Вендер, 3. Адамчевска-Гонцежевич, О. Мулярек, Я. Панкрац, Я. Сендзик

ВЛИЯНИЕ ОТРАВЛЕНИЯ МЕТИЛНИТРОЗОМОЧЕВИНОЙ НА ЛИПИДНЫЙ
СОСТАВ МИЕЛИНА МОЗГА

Р е з ю м е
Взрослым крысам расы BD IX давали метилнитрозомочевину в дозе 60 мг/кг 

веса тела в течение 6 очередных дней. Липидный состав миелина исследовали  
через 2, 3, 4, 6, 8 и 12 недель после последнего введения метилнитрозомочевины.
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Проведенные исследования привели к следующим выводам:
1. У части животных обнаруживаются губчатые изменения в белом веществе 
мозга и мозжечка;
2. Миелиновая фракция мозга в первые три месяца после отравления обнару
живает снижение содержания сфингомиелина, а также повышение содержания  
эф иров холестерола;
3. В ранний период после отравления (две недели после окончания дачи 
метилнитрозомочевины) имеет место снижение содержания в миелине фракции, 
содерж ащ ей фосфатидилсерин и фосфоинозитол;
4. Отравление метилнитрозомочевиной у взрослых крыс нарушает липидный 
метаболизм мембранных структур нервной ткани.
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M ethylnitrosourea (MNU), when applied in vivo is metabolized into 
derivatives which are capable of methylating various chemical consti
tuents of the cell. Méthylation of nucleic acids, which has been shown 
in various organs following administration of MNU is of particular in
terest in this respect.

The observed inhibition of protein synthesis (Kleihues and Magee, 
1973) seemed to be causatively related to the methylating effect of 
MNU on nucleic acids. However, nothing is known so far about the 
effect of this compound on proteins of the central nervous system, espe
cially on proteins of membrane structures, in particular on those of the 
myelin sheaths.

The observations made by Kroh (1973, 1976 a, b) that application of 
alkylnitrosoureas brings about demyelination in the brains of experi
m ental mice prompted us to investigate the effect of MNU on the com
position of myelin proteins. The elucidation of this question could obvio
usly contribute to the cognition of the pathomechanism of action of 
MNU on the nervous system,

MATERIAL AND METHODS

MNU was applied intravenously to adult BD IX rats, at a dose of 60 
mg/kg of body weight for six consecutive days. The experimental rats 
were sacrificed by decapitation at various intervals following the last 
incjection of MNU (2, 3, 4, 6, 8 and 12 weeks).

Biochemical methods. The myelin fraction was isolated from the fo
rebrain homogenates by means of discontinuous sucrose gradient centri-

*) This investigation w as supported by the Polish Academ y of Sciences, 
10.4.2.02.3.3.
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fugation (0.32 and 0.85 M sucrose solution, at pH 7.0). Centrifugation 
was performed in a swingout head, essentially as described by Norton 
and Poduslo (1973). The myelin fraction was washed three times with 
distilled water, each time followed by centrifugation at 75 000 X g for 
20 minutes. The total protein content of the myelin fraction was deter
mined using the method of Lowry et al. (1951), w ith bovine serum  al
bumin as the standard protein.

Polyacrylamide gel electrophoresis. The myelin proteins were ex tra
cted with 2 ml/mg of myelin proteins of 0.4% sodium dodecylsulfate 
(SDS) in 0.01 M Tris-HCl buffer (pH 7.0). The protein extract 
was separated from the insoluble residue by means of centrifugation at 
150 000 X g and then subjected to electrophoretic separation on a 12% 
polyacrylamide gel, prepared according to W aehneldt and Mandel (1972).

The gels were prepared immediately before use, by mixing at the 
below given proportions the following water solutions — containing in 
the vol. of 100 ml:

A) 48 ml of IN HCl, 36.6 g of Tris, 0.46 ml of N, N, N ’, N’, tetram et- 
hylenicdiamine,

B) 0.8 g of SDS,
C) 48 g of acrylamide, 1,28 g of N, N ’ methylen-bis-acrylamide and 

15 mg of K 3[Fe(CN)6],
D) 140 mg of ammonium persulfite.
The electrophoretic glass tubes (5 mm diam eter and 130 mm in 

lenght) were filled with a m ixture of solutions A:B:C:D =  1:1:2:4. A layer 
of buffer solution containing A:B:H20 = 1 :1 :6  was put on top of the gel 
Polimerization was continued for 1 hr. The columns were loaded with
0.1 ml of the myelin protein extract equivalent to 30—50 м-g of protein.

The electrophoretic separation was run  for 6 hrs at room temperature, 
the current intensity gradient ranging from 0.1— 2.0 mA/per gel column.
The buffer on the anodic side, being composed of 6.05 g of Tris and
25 ml of IN HCl, and on the cathodic side, containing 3.16 g Tris, 1.97 g 
glycine and 0.5 g of SDS in 500 ml of H20.

The gels were stained with coomassie brillant blue R 250 solution,
m ade Ujp of 2.5 g of the dye, 450 ml of methanol, 450 ml of H20  and 
90 ml of glacial acetic acid, according to Agrawal et al. (1972). The gels 
were rinsed with 7% acetic acid and 45% methanol alternatively.

The electrophoretically separated myelin protein fractions were 
quantitated by means of densitometry at 600 nm (Zeiss, Jena — GDR 
densitometer), and expressed as relative percentages.

Identification of the" individual protein components were based on 
criteria described previously (Zgorzalewicz et al-, 1974). The following
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myelin proteins were evaluated: the  small component of basic protein 
(SBP), the large component of basic protein (LBP), Agrawal protein (AP), 
the proteolipid Folch-Lees (PLP), the Wolfgram protein (WP) and the  
protein of higher molecular weight than the Wolfgram protein as HMW 
(Benjamins et al., 1976).

Histological techniques. Frozen brain sections were stained with the 
method of Spielmeyer, with H +  E, and with Sudan III. Sections embed
ded in celoidine were stained w ith the method of Woelcke, Nissl and 
with H + E , and those embedded in paraffin with the techniques of 
Kanzler, Nissl and Klüver-Barrera.

The clinical and histopathological symptoms observed in the experi
mental animals were as described previously (Wender et al., 1977). The 
occurrence of spongious changes in the cerebral white m atter  and in the

Fig. 1. Electrophoretic pattern of rabbit m yelin  proteins in methylnitrosourea (MNU) 
intoxication. Polyacrylamide gels sitained with comassie blue. The m yelin  proteins 
symbolized as follows: HMW-high molecular weight protein, W P-W ofgram protein, 
PLP-proteolipid Folch-Lees, A P-A graw al protein, LBP-large component of basic 

protein, SBP-sm all component of basic protein.

Rye. 1. Obraz elektroforetyczny białek mieliny królika w  zatruciu m etylonitrozo- 
mocznikiem (MNM). Żele poliakrylam idowe barwiono błękitem kumasyny. Oznako
wanie białek mieliny: HMW-białko o wysokim  c.mol., W P-białko Wolfgrama, PLP-  
proteolipid Folch-Lees, AP-białko Agrawala, LBP-białko zasadowe o wyższym  

e. mol., SBP-białko zasadowe o niższym c.mol.

RESULTS

H M W

Normal animals 
N o r m a

vo weeks after MNU
/ n  /л V t r* n  /  irs ninhxica t/on
tygodnie
po zatruciu M N W
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cerebellum of many animals intoxicated with MNU should be mentioned 
as the most outstanding pathological feature.

Biochemical findings. The electrophoretic pa ttern  of myelin proteins 
from animals sacrificed at various time intervals (from 2—12 weeks) 
following MNU administration remained essentially unchanged, the 
apparent deviations not exceeding the dispersion of control values 
(Fig. 1). The protein composition of cerebral myeHn in control and MNU- 
intoxicated rats is presented in Table 1.

The myelin fractions, from both control and experimental animals 
contained the high molecular weight protein component (HMW), which 
according to Waehneldt and Mandel (1972), like the Wolfgram protein, 
are not necessarily genuine myelin proteins, since during various puri
fication procedures, the content of these proteins used to become signi
ficantly reduced. However, Benjamin et al. (1973, 1976), who investiga
ted the protein patterns of myelin preparations obtained with different 
methods presented ample arguments speaking in favour of the assump
tion that the high molecular protein is a true  myelin component-

DISCUSSION

Investigations of the biological effects of alkylnitrosourea derivatives 
were concerned mainly with their direct or indirect carcinogenic action, 
and were in the m ajority restricted to the nervous system. Kleihues and 
Magee (1973) have shown, that intraperitoneal application of MNU at 
a dose of 100 mg/kg of body weight inhibited protein synthesis in the 
liver and brain of the experimental animals. This inhibition was accom
panied by a considerable disaggregation of liver polyribosomes and di
stinct increase in the num ber of ribosomal monomers and subunits. This 
very effect, however, was not observed in the adult ra t brain, but it was 
demonstrable in the suckling ra t brain, though less pronounced than in 
the liver. Kleihues and Magee (1973) were inclined to in terpret the 
alterations in the polyribosomal profile as a reflection of the inhibitory 
effect of MNU on protein biosynthesis rather than in terms of undue 
méthylation of ribosomal RNA.

The assumed inhibition of protein synthesis (Kleihues and Magee, 
1373) along with demyelination reported by Kroh (1973, 1976 a, b) as 
resulting from intoxication of experimental mice w ith  alkylderivatives 
of nitrosourea seemed to substantiate our interest in the myelin protein 
pattern  following MNU treatm ent. Furtherm ore, m any other pathologi
cal conditions leading to myelin decomposition have been shown to be 
accompanied by considerably reduced contents of myelin basic proteins 
(Gerstl et al., 1970, Althaus et al., 1973, Palo et al., 1973).
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Table 1. Protein composition of brain myelin in experimental MNU intoxication (in % of
total proteins)

Tabela 1. Skład białek mielmy w encefalopatii wywołanej zatruciem metylonitrozomocznikiem
(w procentach całości białek)

Myelin protein fraction 
Frakcja białkowa mie- 

liny

Normal
animals
Norma

Time after intoxication 
Czas po zatruciu

2 weeks 
2 tygodnie

4 weeks 
4 tygodnie

6 weeks 
6 tygodni

8 weeks 
8 tygodni

12 weeks 
12 tygodni

Small component of 
basic protein 

(SBP)
Białko zasadowe o niż
szym с. mol.

‘ (SBP)

22.0±3.0 21.7 ± 0 .9 26.2±  1.3 25.0± 1.3 21.2±  1.0 21.7±1.7

Large component of 
basic protein 

(LBP)
Białko zasadowe o wyż
szym с. mol.

' (LBP)

14.7±2.4 17.4±0.9 15.6±0.4 15.5±0.7 14.2±0.9 15.8± 1.0

Agrawal protein 
(AP)

Białko Agrawala 
(AP)

8.4±1.2 8 .4±0 .4 8.1 ±  1.4 6.8±0.4 7.0±0.4 7.1±0.6

Folch-Lees proteolipid 
(PLP)

Proteolipid Folch-Lees 
(PLP)

30.2±3.7 30.7 ± 2 .5 37.0±4.4 33.5±0.8 32.1 ±  1.1 31.9±0.8

Wolfgram protein 
(WP)

Białko Wolfgrama 
(WP)

19.3±1.1 16.7 ±2 .1 13.1±3.1 14.4±2.6 19.0±2.0 18.6± 1.0

High molecular weight 
protein 

(HMW)
Białko o wysokim c. mol 

(HMW7)

5.4±0.2 5.1±0.5 0 4.8±0.4 6.5±0.5 4 .9±0 .4

Values are expressed as the mean ±  standard error
Średnia ±  średni błąd średniej 
Number of estimation in each group: 6 
Liczba oznaczeń w każdej grupie: 6

However, the investigations of myelin proteins in MNU treated rats 
did not show any apparent deviations in the electrophoretic myelin pro
tein pattern. In our previous study (Wender et al., 1977) we have shown 
that intoxication w ith MNU of adult rats brings about considerable 
changes in the lipid composition of the affected myelin membranes. It 
thus would appear that out of the two basic s tructural components of 
myelin membranes i.e. proteins and lipids, MNU affects evidently only 
the lipid metabolism.
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M. Wender B. Zgorzalewicz, J. Sędzik, О. Mularek, D. Talkowska

BIAŁKA MIELINY W DOŚWIADCZALNYM ZATRUCIU  
METYLONITROZOMOCZNIKIEM

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

Wykonano badania w pływ u zatrucia dorosłych szczurów rasy BD IX m ety lo
nitrozomocznikiem w dawce 60 mg na kg w agi ciała na skład białek m ieliny m óz
gu, określony drogą elektroforezy na żelu poliakrylam idowym. Zwierzęta dośw iad
czalne badano w  okresie od 2 do 12 tygodni po zatruciu.

Przeprowadzone badania w  zestawieniu z poprzednimi naszym i obserwacjami 
dotyczącymi lipidów mieliny doprowadziły do następujących w niosków: 1. Zatru
cie dorosłych szczurów rasy BD IX metylonitrozomocznikiem nie w yw ołuje  zmian w  
składzie białkowym mieliny. 2. Spośród dwóch podstawow ych składników struk
turalnych błon m ielinowych, to jest białek i lipidów, metylonitrozomocznik za
burza w  uchw ytnym  stopniu tylko metabolizm lipidów.

М. Вендер, Б. Згожалевич, Я. Сендзик, О. Мулярек, Д. Тальковска

БЕЛКИ МИЕЛИНА ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ ОТРАВЛЕНИИ  
МЕТИЛНИТРОЗОМОЧЕВИНОЙ

Р е з ю м е
Исследовали влияние отравления взрослых крыс расы BD IX метилнитрозо- 

мочевиной в дозе 60 мг на 1 кг веса тела на состав белков миелина мозга, 
определенный путем электрофореза на полиакриламидном геле. Опытных 
животных исследовали в период от 2 до 12 недель после отравления.

Проведенные исследования в сопоставлении с предыдущими нашими наблю
дениями, касающимися липидов миелина, привели к следующим выводам: 1. От
равление взрослых крыс расы BD IX метилнитрозомочевиной не вызывает 
изменений в белковом составе миелина. 2. Из двух основных структурных  
компонентов миелиновых мембран, т.е. белков и липидов, метилнитрозомоче- 
ьина заметно нарушает только метаболизм липидов.

REFERENCES

1. Althaus М., Pilz N.: The protein composition of m yelin  in multiple sclerosis 
and orthochromatic leucodystrophy. Z. Neurol. 1973, 205, 229—241.

2. Benjamins J., Gray M., Moreli P.: Metabolic relationship betw een m yelin  
subfractions: entry of proteins. J. Neurochem. 1976, 27, 571—575.

3. Benjamins J., Miller K., McKhann G.: Myelin subfractions in developing rat 
brain: characterization and sulphatide metabolism. J. Neuro>chem. 1973, 20, 
1589— 1603.

4. Gerstl B., Eng Z., Tavastjerna M., Smith J., Kruse S.: Lipids and proteins in  
multiple sclerosis w hite matter. J. Neurochem. 1970, 17, 677—690.

5. Kleihues P., Magee P.: Inhibition of protein synthesis by n -m ethyl-n-n itro
sourea in vivo. Biochem. J. 1973, 136, 303— 309.

http://rcin.org.pl



Nr 2 Brain proteins in MNU intoxication 237

6. Kroh H.: Ethylnitrosourea-induced microcephaly in Sw iss mice and Wistar 
rats. Current Topics in Neuropathology, Selected papers # h  Danube Sym po
sium on Neuropathology. Ed.: K. Jellinger, Facultas Verlag Wien, 1973, 29— 35.

7. Kr oh H.: Demyelination in the mouse brain after transplacental administration  
of N -ethyl-N -nitrosourea (ENU). Preliminary report. Neuropat. Pol. 1976, 14, 
115— 119.

8. Kroh H.: Multiple dem yelinating foci induced with ethylmtrosourea (ENU) in 
m ouse brain. International Symposium on: „Chemical brain injuries and brain 
tum ors”, Warsaw, 1976, p. 21.

9. Lowry O., Rosenbrough N., Farr A., Randall R.: Protein m easurem ent with  
the Folin phenol reagent. J. Biol. Chem. 1951, 193, 265—275.

10. Norton W., Poduslo S.: M yelination in rat brain: method of m yelin isolation. 
J. Neuroohem. 1973, 21, 749— 757.

11. Palo J., Savolainen H., Kivalo E.: Comparison between the proteins of human  
brain m yelin  in subacute sclerosing panencephalitis, amyotrophic lateral sc le 
rosis and malignant diseases. J. Neurol. Sei. 1973, 18, 175—181.

12. W aehneldt T., Mandei P.: Isolation of rat brain myelin, monitored by polyacryl
amide gel electrophoresis of dodecyl sulfate-extracted proteins. Brain Res.
1972, 40, 419—436.

13. Wender M., A dam czewska-Goncerzewicz Z., Mularek О., Pankrac J., Sędzik J.: 
The effect of experim ental intoxication with methylnitrosourea on the lipid 
composition of rat cerebral m yelin. Neuropat. Pol. 1977, 15, 219—230.

14. Zgorzałew icz B., Neuhoff V., W aehneldt T.: Rat myelin proteins. Compositional 
changes in various regions of the nervous system  during ontogenetic develop
ment. Neurobiology 1974, 4, 264—276.

Authors address: Department of Neurology, Academy of Medicine, 49, Przy
byszew skiego Str., 60-355 Poznań, Poland.

http://rcin.org.pl



N 5 U R O P A T .  P O L . ,  1977, X V ,  2

MIROSŁAW В. KOZIK, JÓZEF SZCZECH, EUGENIUSZ SOSIŃSKI

ZMIANY HISTOENZYMATYCZNE W MÓZGU W PRZEBIEGU 
DOŚWIADCZALNEJ INTOKSYKACJI KALOMELEM*)

Sam odzielna Pracownia Patologii Układu Nerwowego i Narządów Zmysłów
AM w  Poznaniu  

Kierownik: doe. dr М. B. Kozik

Zarówno w ostrych jak i przewlekłych zatruciach rtęcią podkreśla się 
znaczne lub nawet dominujące zmiany patologiczne w układzie nerwo
w ym  w porównaniu ze zmianami w innych narządach (Weber, 1972; 
Chang i wsp-, 1973). Toksyczne działanie tego pierwiastka na układ ner
wowy zależy w znacznym stopniu od jego postaci i połączeń organicz
nych lub nieorganicznych (Steinwall i Olsson, 1969; Pierce i wsp., 1972; 
Dhar, 1973). P rzy jm uje  się zazwyczaj, że związki rtęci łatwo rozpuszczal
ne w wodzie są bardziej toksyczne niż połączenia trudno rozpuszczalne 
(Schilling-Siengalewicz, 1952; Dadlez, 1954; Moeschlin, 1960). Z tych 
względów kalomel jako trudno rozpuszczalny związek rtęci był uznawa
ny  przez szereg lat za mało toksyczny i stosowany w leczeniu robaczyc 
(Dadlez, 1954; Moeschlin, 1960). Spotykana w przebiegu stosowania 
chlorku rtęciowego tzw. choroba kalomelowa (Franconi cyt. wg Moe- 
schlina, 1960) lub nerwica Feera (cyt. wg Moeschlina, 1960) były trak to
wane jako wynik osobniczej nadwrażliwości na ten preparat.

W badaniach doświadczalnych na szczurach zaobserwowano jednak, 
że kilkakrotne dożołądkowe wprowadzenie kalomelu prowadzi do roz
ległych zaburzeń aktywności enzymatycznej w całym rdzeniu kręgo
wym  (Kozik i Wyglądalska, 1976). W tym  świetle zrozumiałe zaintere
sowanie budzi prześledzenie zmian histoenzymatycznych w mózgu po 
wprowadzeniu toksycznych dawek kalomelu do przewodu pokarmowego. 
Opracowanie tego zagadnienia wydaje się tym bardziej celowe, że w 
dostępnym piśmiennictwie takich opracowań nie znaleziono (Voigt 
i Adebahr, 1963; Anderson, 1966; Timm i wsp., 1966; Chang i wsp., 1972; 
Mukai, 1972).

*) Praca w ykonana w  ramach problem u w ęzłow ego 10.4.2.02.
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MATERIAŁ I METODY

Badania przeprowadzono na 31 dojrzałych szczurach szczepu Wistar, 
samicach i samcach, o ciężarze ciała od 150 do 200 g, które podzielono 
na dwie grupy doświadczalne: pierwsza grupa obejmująca 12 zwierząt 
otrzymywała kalomel w 5% roztworze wodnym podawany przy pomocy 
odpowiedniej kaniuli dożołądkowej w dawce jednorazowej 0,05 g przez 
4 kolejne dni, natomiast drugiej grupie liczącej 13 szczurów podawano 
tym  samym sposobem kalomel w 1,2% roztworze wodnym przez 10 dm 
stosując dawkę jednorazową równą 0,012 g. Grupę kontrolną stanowiło 
6 szczurów prawidłowych. Po przeprowadzeniu doświadczenia szczury 
obu grup. eksperymentalnych oraz zwierzęta kontrolne uśmiercano w 
narkozie eterowej i wyjmowano mózgowie do badań histoenzymatycz- 
nych. Pobrany materiał utrwalano przez 16 godz- w płynie Bakera w 
temp. 4°C, a następnie cięto skrawki na mikrotomie do zamrażania. 
Wolnopływające skrawki poddawano reakcji histochemicznej dla wyka
zania aktywności następujących hydrolaz: tiaminowej pyrofosfatazy — 
(EL. 2.5.1.3.*) według metody Novikoff’a i Goldfischer’a (1961), inkuba
cja w temp. pokojowej, przez 30 min.; esterazy niespecyficznej — (EL. 
3.1.1) wg metody Nachlas’a i Seligmann’a (1949), inkubacja w temp. 37°, 
przez 15 min.; acetylocholinesterazy — (EL. 3.1.1.7.) wg metody Gereb- 
tzoff’a (1953); inkubacja w temp. 37°C, przez 120 min.; butyrylotiocho- 
linesterazy — (EL. 3.1.1.8.) wg metody Gerebtzoff’a (1953), inkubacja w 
temp. 37°C, przez 180 min-; fosfatazy zasadowej — (EL. 3.1.3.1.) wg 
metody Gomoriego, inkubacja w temp. 37°C przez 30 min.; fosfatazy 
kwaśnej — (EL. 3.1.3.2.) wg metody Gomoriego, inkubacja w temp. 
37°C, przez 50 min.; adenozynotrójfosfatazy — (EL. 3.6.1.3.) wg metody 
W achstein’a i Meisel’a (1957), inkubacja w temp. 37°C, przez 45 min-

WYNIKI

Т і а т і п о г о а  pyrofosfataza (TPPaza)

G r u p a  k o n t r o l n a .  Aktywność TPPazy w warunkach prawidło
wych jest widoczna głównie w ścianach naczyń krwionośnych oraz w 
cytoplazmie neuronów w postaci ziaren i blaszek wyznaczających aparat 
Golgiego (rye. 1). Stopień aktywności TPPazy zwykle jest większy w 
dużych komórkach piramid owych w porównaniu z neuronami ziarnisty
mi. Szczególnie wysoką aktywność TPPazy przejawiają niektóre neuro
ny podwzgórza oraz komórki ruchowe jąder nerwów czaszkowych w mo
ście i rdzeniu przedłużonym. W móżdżku natomiast umiarkowaną aktyw -

*) EL. — numer listy enzymów (Florkin i Stotz, 1973).
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Rye. 1. A ktywność TPPazy w  aparacie Golgiego komórek nerw owych i w ścianach  
naczyń włosowatych kory mózgu. Grupa kontrolna. Pow. 140 X.

Fig. 1. Activity of TPPase in Golgi apparatus of neurons and in the walls cf ca
pillaries in cerebral cortex. Control group. X 140.

Rye. 2. S ilny wzrost aktywności TPPazy w  komórkach nerwowych i w naczyniach  
kory mózgu. I grupa doświadczalna. Pow. 140 X.

Fig. 2. Strong increase of TPPase activity in nerve cells and in the vessels of
cerebral cortex. X 140.

ność tego enzymu wykazują komórki Purkinjego i pojedyncze komórki 
warstw y drobinowej. W stanach prawidłowych na ogół nie występuje 
odczyn enzymatyczny dla TPPazy zarówno w neurogleju jak i w mezo- 
gleju. U pojedynczych szczurów niekiedy udaje się zaobserwować słabą 
aktywność TPPazy w niektórych astrocytach protoplazmatycznych.

I g r u p a  d o ś w i a d c z a l n a .  Po czterokrotnym podaniu kalomelu 
wszystkie neurocyty zarówno kory iak i zwojów podstawy charaktery
zują się znacznym wzrostem aktywności TPPazy (ryc. 2). Odczyn dla 
tego enzymu pojawia się również w wielu astrocytach istoty białej 
i miejscami w oligodendrogleju. W móżdżku wzrasta aktywność TPPazy 
w komórkach Purkinjego i pojawia się wyraźny odczyn w warstwie 
ziarnistej i drobinowej. Również w obrębie mostu i rdzenia przedłużo
nego obserwuje się wzrost aktywności omawianego enzymu w neurocy- 
tach i pojawienie się wyraźnego odczynu w astrogleju.
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II g r u p a  d o ś w i a d c z a l n a .  W wyniku dłuższego stosowania ka- 
lomelu wzrost aktywności TPPazy występuje w stopniu nieco m niej
szym niż w pierwszej grupie doświadczalnej- W tych warunkach zwraca 
przede wszystkim uwagę silna aktywność TPPazy w korze amonalnej 
(ryc. За i b) oraz pojawienie się odczynu w oligodendrogleju spoidła

Ryc. За. Aktywność TPPazy w komórkach piramidowych rogu Arnona. Grupa kon
trolna. Po w. 80 X.

Fig. За. A ctivity of TPPase in pyramidal cells of A m m on’s horn. Control group.
X 80.

Ryc. ЗЪ. Silny wzrost aktywności TPPazy w  komórkach nerw owych pola H2 rogu 
Amona. II grupa doświadczalna. Pow. 180 X.

Fig. 3b. Strong increase of TPPase activity  in neurons of H 2 sector of A m m on’s 
horn. II experim ental group. X 180.

wielkiego i sklepienia. Ponadto spotyka się występowanie umiarkowanej 
aktywności TPPazy w astrocytach protoplazmatycznych, szczególnie w 
ich przynaczyniowych wypustkach. W móżdżku obserwuje się wzrost 
aktywności TPPazy w komórkach Purkinjego i pojawienie się odczynu 
enzymatycznego w warstwie ziarnistej.

Niespecyficzna esteraza (NsE),

G r u p a  k o n t r o l n a .  W korze mózgu wyraźna aktywność NsE jest 
widoczna w dużych komórkach piramidowych i częściowo w neuropilu. 
Silna aktywność tego enzymu występuje w fibrocytach opon miękkich,
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splotach naczyniastych oraz w pericytach. W zwojach podstawy wyraźny 
odczyn enzymatyczny można zaobserwować tylko w dużych komórkach 
nerwowych, szczególnie w obrębie grzbietowej części jądra bocznego 
wzgórza. W korze amonalnej umiarkowaną aktywność przejawiają ko
mórki piramidowe i neurocyty opaski zębatej. Wyraźną aktywność NsE 
widać też w komórkach Purkinjego i znacznie słabszą w warstwie ziar
nistej kory móżdżku. W moście natomiast bardzo silną aktywność wy
kazują komórki nerwowe jądra n. V, VII i VIII oraz neurocyty jąder 
brzusznych mostu.

I g r u p a  d o ś w i a d c z a l n a .  W ostrym zatruciu kalomelem obser
wuje się niewielki wzrost aktywności NsE w komórkach piramidowych 
rogu Amona (ryc. 4). W pozostałych ugrupowaniach neuronalnych sto
pień aktywności enzymatycznej nie ulega zmianie w porównaniu z gru
pą kontrolną- Zwraca jednak uwagę pojawienie się wyraźnej aktywności 
NsE w oligodendrocytach spoidła wielkiego (ryc. 4), sklepienia, istoty 
białej móżdżku i dróg piramidowych w moście oraz rdzeniu przedłużo
nym.

II g r u p a  d o ś w i a d c z a l n a .  Podostre zatrucie chlorkiem rtęcia- 
wym nie powoduje większych zmian aktywności NsE w porównaniu 
z pierwszą grupą. Wzrost odczynu enzymatycznego w komórkach ner
wowych jest widoczny tylko w obrębie rogu Amona. Stopień wzrostu 
aktywności NsE w tej okolicy jest jednak nieco mniejszy niż w pierw
szej grupie. Słaba aktywność NsE pojawia się także w oligodendrogleju 
spoidła wielkiego i dróg piramidowych. Zjawiska tego jednak nie obser
wuje się w istocie białej móżdżku.

Acetylocholinesteraza (AChE).

G r u p a  k o n t r o l n a .  Aktywność AChE w korze mózgowej wystę
puje głównie w ścianach naczyń włosowatych oraz w pojedynczych du
żych neurocytach tzw. hyperaktywnych (ryc. 5). W zakręcie obręczy od
czyn enzymatyczny widoczny jest ponadto w neuropilu kory z w yją t
kiem warstwy IV. W rogu Amona wyraźną aktywność AChE wykazują 
tylko dendryty komórek piramidowych i opaski zębatej, podczas gdy 
ciała neuronów pozbawione są tej właściwości. W zwojach podstawy 
zwraca uwagę znaczne zróżnicowanie nasilenia a'ktywnosci AChE w po
szczególnych jądrach. W niektórych ugrupowaniach neuronalnych od
czyn enzymatyczny występuje tylko w perikarionie (ryc- 6), w innych 
zarówno w perikarionie i neuropilu lub tylko w neuropilu. W 'korze 
móżdżku słaby odczyn dla AChE widoczny jest jedynie w zakończeniach 
włókien nerwowych w obrębie II warstwy. W moście i rdzeniu przedłu
żonym silną aktywność AChE wykazują neurocyty jąder nerwów czasz
kowych.

http://rcin.org.pl



244 M. Kozik i wsp. Nr 2

Ryc. 4. Wyraźna aktywność NsE w komórkach piramidowych rogu A mona oraz 
w oligodendrogleju spoidła wielkiego. I grupa doświadczalna. Po w. 110 X.

Fig. 4. Distinct activity of nonspecific esterase in pyramidal cells o f  A m m on’s horn 
and in the oligcdendroglial cells of corpus callosum. I experim ental group. X 110.

Ryc. 5. Bardzo silna aktywność AChE w  pojedynczych neurocytach w  korze mózgu.
Grupa kontrolna. Pow. 180 X.

Fig. 5. Very strong AChE activity in individual neurons in cerebral cortex. Control
group. X 180.

I g r u p a  d o ś w i a d c z a l n a .  Ostre zatrucie kalomelem prowadzi do 
spadku aktywności AChE w neuropilu i neurocytach jąder wzgórza wzro
kowego (ryc. 7) i kory amonalnej. W korze mózgu zmniejsza się w tych 
warunkach liczba komórek hyperaktywnych. Znacznie natomiast słabsza 
jest aktywność AChE w neurocytach mostu i rdzenia przedłużonego. Za
nika tu odczyn enzymatyczny w neuropilu przy równoczesnym osłabie
niu aktywności AChE w perikarionie. Zjawisko to jest szczególnie nasi
lone w jądrach ruchowych tej okolicy. W obrębie móżdżku nie obser
wuje się zmian aktywności AChE w porównaniu z grupą kontrolną.

II g r u p a  d o ś w i a d c z a l n a .  Zmiany odczynu enzymatycznego po
10 dniach stosowania kalomelu są mniejsze niż po czterodniowej intoksy
kacji. Zwraca jedynie uwagę nieco słabsza aktywność AChE w neurocy
tach wzgórza wzrokowego i nieznaczny spadek aktywności enzymatycz
nej w dendrytach pola hj kory amonalnej. W pozostałych zwojach pod
stawy aktywność AChE jest zbliżona do stanu prawidłowego. Niewiel
ki spadek aktywności AChE obserwuje się także w moście i rdzeniu
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Ryc. 6. Część grzebietowa jądra przyśrodkowego wzgórza wzrokowego. Silna aktyw 
ność AChE w  cytoplazmie neuronów i słaby odczyn w  neuropilu. Grupa kontrolna.

Pow. 140 X.
Fig. 6. Dorsal part of nucleus m edialis thalami optici. Strong activity of AChE in 
the cytoplasm of nerve cells and w eak reaction in neuropil. Control group. X 140.

Ryc. 7. Część grzbietowa jądra przyśrodkowego wzgórza wzrokowego. Wyraźny 
spadek aktywności AChE w komórkach nerwowych. I grupa doświadczalna.

Pow. 140 X.
Fig. 7. Dorsal part of nucleus medialis thalami optici. S ignificant decrease of AChE 

activity in nerve cells. I experim ental group. X 140.

przedłużonym, natomiast w móżdżku 10-dniowe zatruwanie kalomelern 
nie prowadzi do zmian aktywności AChE w porównaniu z grupą kon
trolną.

Butyryloliocholinesteraza (BuTJ).

G r u p a  k o n t r o l n a .  W korze mózgu i móżdżku oraz w istocie bia
łej aktywność BuTJ jest widoczna tylko w ścianach naczyń krwionoś
nych. W części grzbietowej jądra przyśrodkowego i bocznego wzgórza 
wzrokowego odczyn badanego enzymu występuje również w wielu neu- 
rocytach.

I i II g r u p a  d o ś w i a d c z a l n a .  Zarówno ostre jak i podostre za
trucie kalomelern nie prowadzi do uchwytnych zmian w aktywności
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BuTJ- W pojedynczych przypadkach można zaobserwować pojawienie 
się lekkiego dyfuzyjnego odczynu w neuropilu II w arstw y kory móżdżku. 
Reakcja ta nie występuje jednak u wszystkich badanych zwierząt.

Fosfataza zasadowa (FZ)

G r u p a  k o n t r o l n a .  Słabą dyfuzyjną aktywność FZ u szczurów 
prawidłowych obserwuje się w komórkach piramidowych rogu Amona, 
komórkach Purkinjego, w neurocytach części bocznej węchomózgowia 
(ryc. 8) oraz w jądrach n. V i VII. Poza tym słabą aktywność FZ wyka
zują naczynia włosowate w całym mózgowiu.

I i II g r u p a  d o ś w i a d c z a l n a .  Aktywność FZ oraz lokalizacja 
odczynu enzymatycznego nie zmieniają się po zatruciu kalomelem.

Ryc. 8. Dyfuzyjny odczyn FZ w  neurocytach części bocznej węcbomózgowia. Grupa
kontrolna. Pow. 120 X.

Fig. 8. Diffuse reaction for alkaline phosphatase activity in neurons of lateral part 
of rhinencephalon. Control group. X 120.

Ryc. 9. Kora mózgu. Wyraźna aktywność FK w  komórkach nerwowych. Grupa
kontrolna. Pow. 120 X.

Fig. 9. Cerebral cortex. Significant activity of acid phosphatase in nerve cells.
Control group. X 120.

Ryc. 10. Kora mózgu. Znaczny spadek aktywności FK w  neurocytach. Zachowana  
aktywność enzymatyczna w pericytach. II grupa doświadczalna. Pow. 120 X. 

Fig. 10. Cerebral cortex. Marked decrease of acid phosphatase activity  in neurons. 
Enzyme activity preserved in pericytes. II experim ental group. X 120.

Ryc. 11. Wzgórze wzrokowe. Wyraźna aktyw ność ATPazy w  ścianach naczyń 
krwionośnych i w przynaczyniowych wypustkach astrogleju. Grupa kontrolna.

Pow. 120 X.
Fig. 11. Thalamus opticus. Significant activity of ATPase in blood vessel walls and

in perivascular astroglial processes. Control group. X 120.

Ryc. 12. Wzgórze wzrokowe. Zanik aktyw ności ATPazy w  naczyniach włosowatych  
i w  przynaczyniowym astrogleju. Odczyn enzymatyczny widoczny jedynie w ścia

nach większych naczyń krwionośnych. I grupa doświadczalna. Pow. 120 X.
Fig. 12. Thalamus opticus. Loss of A TPase activity in capillaries and in perivascu
lar astroglia. Enzymatic reaction visible only in the w alls o f larger blood vessels.

I experim ental group. X 120.

Ryc. 13. Płat skroniowy. Odcinkowy brak aktywności A TPazy w  naczyniach w ło 
sowatych i przedwłosowatych. II grupa doświadczalna. Pow. 120 X.

Fig. 13. Temporal lobe. Segmental loss of A TPase activity in capillaries and pre
capillaries. II experim ental group. X 120.
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Fosfataza kwaśna (FK)

G r u p a  k o n t r o l n a .  W komórkach nerwowych kory mózgu i zwo
jów podstawy aktywność FK występuje w cytoplazmie w postaci różnej 
wielkości ziaren i nieregularnych złogów (ryc. 9). Aktywność wydaje się 
większa w dużych neuronach, szczególnie w komórkach piramidowych 
kory mózgu i rogu Amona, w porównaniu z małymi neurocytami. Ponad
to słaby dyfuzyjny odczyn dla FK przejawiają pericyty i sploty naczy
niówkowe. W korze móżdżku wyraźną aktywność FK wykazują tylko 
'komórki Purkinjego, natomiast warstwę ziarnistą i drobinową charak te 
ryzuje słaby odczyn dyfuzyjny.

I g r u p a  d o ś w i a d c z a l n a -  Na pierwszy plan wysuwa się uogól
niony spadek aktywności FK w neurocytach. Zjawisko to występuje 
szczególnie intensywnie w komórkach piramidowych rogu Amona oraz 
w zwojach podstawy. W tych ostatnich spotyka się obszary pozbawione 
zupełnie aktywności FK. Wydaje się również, ze w splotach naczyniów
kowych aktywność FK jest mniejsza niż w grupie kontrolnej. Przy ogól
nym spadku odczynu enzymatycznego w komórkach nerwowych, bardzo 
wyraźnie zaakcentowane są pericyty, w których aktywność FK po za
truciu kalomelem nie ulega zmianie.

W obrębie móżdżku zwraca uwagę znaczne osłabienie lub nawet często 
całkowity brak aktywności FK w komórkach Purfkinjego. Zanika również 
aktywność FK w oligodendrocytach sklepienia.

II g r u p a  d o ś w i a d c z a l n a .  Cechą charakterystyczną podostrego 
zatrucia kalomelem jest również uogólniony spadek aktywności FK, jed
nak osłabienie odczynu enzymatycznego jest mniejsze niż w pierwszej 
grupie doświadczalnej. Osłabienie aktywności FK jest widoczne przede 
wszystkim w komórkach piramidowych kory mózgu (ryc. 10) i w du
żych neuronach zwojów podstawy, szczególnie w obrębie skorupy i gałki 
bladej. Znaczne osłabienie aktywności FK ma miejsce również we 
wszystkich komórkach nerwowych płata skroniowego. W korze móżdżku 
występuje miejscami słaby odczyn w komórkach Purkinjego, natomiast 
w warstwie ziarnistej i drobinowej brak jakiejkolwiek reakcji enzyma
tycznej.

Adenozynotrójfosfataza (ATPaza)

G r u p a  k o n t r o l n a .  Bardzo silna aktywność ATPazy widoczna 
jest przede wszystkim w splotach naczyniówkowych. Wyraźną aktyw
ność enzymatyczną przejawiają też wszystkie naczynia krwionośne za
równo w korze mózgu jak i w zwojach podstawTy oraz w móżdżku- W ro
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gu Amona, przegrodzie przezroczystej i w zwojach podstawy obok 
aktywności ATPazy w naczyniach krwionośnych widać wyraźny dyfu
zyjny odczyn w przynaczyniowych wypustkach astrocytów protoplazma- 
tycznych (ryc. 11). Ponadto słaby dyfuzyjny odczyn enzymatyczny obser
wuje się w jądrach wielu neurocytów podwzgórza i komórefc Purk in- 
jego.

I g r u p a  d o ś w i a d c z a l n a .  Podstawowym zjawiskiem obserwo
wanym w ostrym zatruciu kałom elem jest znaczne osłabienie lub nawet 
całkowity zanik aktywności ATPazy w ścianach wielu naczyń włosowa
tych. Proces ten jest szczególnie nasilony w korze płata sikroniówego, w 
korze móżdżku, w dolnych warstwach pozostałych okolic mózgu, w 
spoidle wielkim, rogu Amona i wzgórzu wzrokowym (ryc. 12). Niekiedy 
obserwuje się zani'k aktywności ATPazy tylko w pewnych odcinkach 
naczyń włosowatych lub przedwłosowatych, a w dalszym ich przebiegu 
odczyn enzymatyczny jest zachowany. Zanika również aktywność 
ATPazy w przynaczyniowych w ypustkach astrocytów protoplazmatycz- 

jnych.
II g r u p a  d o ś w i a d c z a l n a .  W wyniku 10-dniowego podawania 

kalomelu występuje również spadek aktywności ATPazy w  ścianach na
czyń krwionośnych, jednak stopień osłabienia odczynu i rozległość zmian 
są wyraźnie mniejsze. Aktywność ATPazy zanika głównie w naczyniach 
włosowatych płata skroniowego, kory móżdżku i spoidła wielkiego (ryc. 
13). Natomiast w korze amonalnej i we wzgórzu wzrokowym nie obser
wuje się żadnych zmian aktywności ATPazy. W wielu miejscach zwraca 
uwagę odcinkowy brak aktywności ATPazy w ścianie naczynia włoso
watego (ryc. 13).

OMÓWIENIE

W przeprowadzonych badaniach na pierwszy plan wysuwa się zagad
nienie spadku aktywności ATPazy, FK i AChE w przebiegu intoksy
kacji kalomelowej, przy równoczesnym wzroście aktywności TPPazy 
i częściowo NsE. Podobny charakter zmian enzymatycznych obserwowa
no również w rdzeniu kręgowym w wyniku podawania szczurom kalo
melu (Kozik i Wyglądalśka, 1976). Spadek aktywności ATPazy w ścia
nach naczyń krwionośnych występuje również w zatruciu sublimatem 
(Kozik i wsp., 1976). Zjawisko to naszym zdaniem jest wykładnikiem 
enzymatycznego uszkodzenia bariery naczyniowo-mózgowej w wyniku 
toksycznego działania związków rtęci na ośrodkowy układ nerwowy. Inni 
bowiem autorzy (Chang i Hartmann, 1972; Steinwall, 1970) wykazali, że 
zarówno związlki organiczne jak i nieorganiczne rtęci powodują uszko
dzenie bariery naczyniowo-mózgowej.
N e u r o p a t o l o g i a  P o l s k a  — 6

http://rcin.org.pl



250 M. Kozik i wsp. Nr 2

We wcześniejszych badaniach własnych (Kozik i Wyglądalska, 1976) 
ustosunkowano się szczegółowo do zagadnienia zmian aktywności AChE 
i TPPazy w następstwie zatrucia szczurów chlorkiem rtęciawym. W yła
nia się jednak pytanie, czy obserwowane zmiany aktywności histoenzy- 
matyeznej po zatruciu kalomelem są zjawiskiem pierwotnym czy w tór
nym. W przyjętym  modelu doświadczalnym wobec ogólnego zatrucia ca
łego ustroju kalomelem udzielenie jednoznacznej odpowiedzi na to py ta
nie nie jest łatwe. W ydaje się, że w rozważaniach tych pomocne mogą 
być badania Steinwail’a (1970), przeprowadzone na królikach. Autor ten 
drogą perfuzji przez tętnicę szyjną wewnętrzną wprowadzał do jednej 
półkuli roztwór sublimatu lub inny organiczny związek rtęci, a następnie 
badał przepuszczalność bariery naczyniowej i wbudowywanie glukozy 
oraz aminokwasów do tkanki nerwowej. W półkuli perfundowanej roz
tworem rtęci stwierdzono obniżone wbudowywanie cukrów i aminokwa
sów przy zwiększonej przepuszczalności bariery naczyniowej dla błękitu 
Evansa. Podobne wyniki uzyskano również przy stosowaniu innych 
związków rtęci (Steinwall i Olsson, 1969). Voigt i Adebahr (1963) oraz 
Chang i Hartm ann (1972a) wykazali obecnośc rtęci w neurocytach w 
przebiegu doświadczalnej intoksykacji tym  pierwiastkiem.

W świetle badań innych autorów (Voigt i Adebahr, 1963; Steinwall 
i Olsson, 1969; Chang i Hartman, 1972a) i własnych spostrzeżeń wydaje 
się, że kalomel (a być może też inne związki rtęci) powoduje bezpośred
nie i pierwotne uszkodzenie bariery naczyniowo-mózgowej, a następnie 
wpływa na zmiany aktywności enzymatycznej w tkance nerwowej i gle
jowej. Zmiany enzymatyczne w mózgu mogą być spo woda wane zarówno 
przenikaniem jonów rtęci do komórek nerwowych i glejowych przez 
uszkodzoną barierę jak i upośledzeniem transportu aminokwasów i wę
glowodanów- Ostateczne wyjaśnienie tego problemu wymaga dalszych, 
odpowiednio ukierunkowanych badań.

Oddzielnym i bardzo interesującym zagadnieniem jest spadek aktyw 
ności FK przy równoczesnym pojawieniu się w oligodendrogleju aktyw
ności NsE. Organellami komórkowymi związanymi z aktywnością olbu 
tych enzymów są lizosomy (Wachstein i wsp., 1961). Odmienny efekt obu 
reakcji histochemicznych może wskazywać, że w przebiegu intoksykacji 
kalomelowej nie dochodzi do uszkodzenia strukturalnego lizosomów. Być 
może kalomel lub jego metabolit działa w tych warunkach jako inhibitor 
FK i aktywator NsE. Rozumowanie takie nasuwa się wobec znanego 
aktywującego działania organicznych związJków rtęci takich jak p-chloro- 
benzoesan rtęciowy lub octan fenylortęciowy na hydrolazy estrów kwa
su octowego. Istnieje zatem możliwość, że wśród grupy badanych nie
specyficznych esteraz ma miejsce uczynnienie acetyloesterazy (tzw. este
razy C). Spostrzeżenie to mogłoby ponadto wskazywać, że wprowadzony
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do przewodu pokarmowego kalomel po wchłonięciu do krwiobiegu prze
chodzi w połączenie organiczne, ponieważ wśród aktywatorów hydrolazy 
estrów kwasu octowego nie wymienia się chlorku rtęciawego (Miętkie- 
wski i Malendowicz, 1967).

WNIOSKI

1. Doustne podawanie szczurom kalomelu prowadzi do spadku aktyw
ności AChE, FK i ATPazy.

2. Zatrucie kalomelem powoduje wzrost aktywności TPPazy w neuro- 
cytach oraz pojawienie się odczynu dla tego enzymu w wielu komór
kach neurogleju.

3. Doświadczalne zatrucie szczurów chlorkiem rtęciawym prowadzi do 
pojawienia się aktywności NsE w oligodendrocytach istoty białej.

4- Zmiany aktywności AChE, TPPazy, FK i ATPazy są większe po 4 
dniach podawania kalomelu niż po 10-dniowej intoksykacji.

5. Aktywność FZ i BuTJ u szczurów nie ulega zmianie w przebiegu 
zatrucia chlorkiem rtęciawym.

6. Zmiany aktywności enzymatycznej w mózgu po zatruciu chlorkiem 
rtęciawym są następstwem pierwotnego uszkodzenia bariery naczynio- 
wo-mózgowej.

М. Б. Козик, Я. Ш чех, E. Сосиньски 
ГИСТОЭНЗИМАТИЧЕСКИЕ ИЗМЕНЕНИЯ В МОЗГЕ В ХОДЕ  

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ ИНТОКСИКАЦИИ КАЛОМЕЛЬЮ
Р е з ю м е

Проведены экспериментальные исследования токсического влияния каломели 
на ферментативную активность в мозге и мозжечке. Хлористую ртуть вводили 
крысам в ж елудок в течение 4 дней по 0,05 г или в течение 10 дней по 0,012 г. 
В результате проведенных исследований установлено значительное снижение  
активности ацетилхолинэстеразы, кислой ф осф атазы  и АТФазы при одновре
менном увеличении активности тиаминпирофосфатазы и, частично, неспеци
фичны х эстераз. В описываемых экспериментальных условиях не наблюдали  
изменений в активности щелочной ф осф атазы  и бутирилхолинэстеразы. В об
суж дении сделана попытка интерпретации некоторых из произведенных наблю
дений, а такж е высказано мнение, что изменения ферментативной активности 
после отравления каломелью являются следствием первичного нарушения сосу
дисто-мозгового барьера.

М. В. Kozik, J. Szczech, Е. Sosdński

HISTOENZYMATIC CHANGES IN THE BRAIN IN THE COURSE 
OF EXPERIMENTAL INTOXICATION WITH CALOMEL

S u m m a r y

Experim ental studies on the toxic effect of calom el on enzymatic activity of the 
cerebral and cerebellar tissue were performed. The drug was introduced to the 
rats stomach either for 4 days in 0.05 gm doses or in 0.012 doses for 10 days.
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Intoxication resulted in marked decrease of acetylcholinesterase, acid phospha* 
tase and adenosinetriphosphatase activity and in simultaneous increase of thiamine  
pyrophosphatase and some nonspecific esterase activity. The activity of alkaline 
phosphatase and butyryltiocholine esterase did not exhibit any changes.

The authors discuss som e of the findings; in  their opinion the changes in en
zymatic activity due to intoxication with calomel result from primary dam age to 
blood-brain barrier.
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ZOFIA ZALEWSKA, IRENA RAKOW SKA, GRAŻYNA MATRASZEK, 
DARIUSZ SITKIEWICZ

EFFECT OF DICHLORVOS ON SOME ENZYMES ACTIVITIES 
OF THE RAT BRAIN DURING POSTNATAL DEVELOPMENT

I. CHOLINESTERASES

Department of Drug M etabolism, Institute of Biopharmacy,
Medical Academy, Warsaw  
Head: Assoc. Prof. W. Bicz

A num ber of organophosphorus esters were shown to produce a de
layed neurotoxic effect in hen and several mammals (Aldridge, Barnes, 
1966a, b; Johnson, 1970). This effect is apparently  mediated by the phos
phorylation of the active site of an esterase designed by Johnson as 
,,neurotoxic esterase” (Johnson, 1969). In vivo studies showed that orga- 
nophosphates, phosphonates and phosphoroamidates are capable of 
,,neurotoxic esterase” phosphorylation (Johnson, 1970, 1974). On the 
other hand, organophosphorus compounds are known to produce demy- 
elination in the nerve tissue (Majno, Karnovsky, 1961; Porcelatti, 1967, 
1971). It was therefore of interest to examine the effect of Dichlorvos 
(0,0-dimethyl-0-/2,2-dichlorovinyl/phosphate) on some enzymes activi
ties, in particular esterases, in neonatal rat brain in the course and after 
the period of active myelinogenesis. Previous work in this laboratory 
dealt w ith  the effect of organophosphorus insecticides on some esterases 
and mitochondrial oxidoreductases of the adult brain (Pachecka et al., 
1975; Sitkiewicz, Zalewska, 1975).

The present study was designed to evaluate the effect of Dichlorvos 
on the acetylcholinesterase activity in the developing rat brain. In addi
tion, activity of blood plasma Cholinesterase was assayed.

*) This work was supported by a grant from  the Polish A cadem y of Sciences  
Research Programme No 10.4.2.0.2.3.5.
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MATERIAL AND METHODS

Pregnant female rats weighing 250—270 g were used. The animals 
were divided into two groups and were repeatedly intoxicated w ith res
pectively 2% LD50 (group I) and 10% LD50 doses (group II) of Dichlor- 
vos, during the last 7 days of pregnancy (14th—21st day). The insecticide 
was administered in 0.5 ml portions in oil. H i e  LD50 dose refered to  was 
56 mg/kg body weight. The control rats received 0.5 ml of oil at times 
corresponding to the administration of Dichlorvos. The enzyme assays 
were performed on the animals that w ere born one day after the  last 
administration of th e  insecticide, in their 1st, 4th, 8th, 12nd, 16th, 32nd and 
56th day of life.

The acetylcholinesterase and Cholinesterase activities were m easured 
spectrophotometrically according to Ellman et al., (1961) in 0.1 M phos
phate buffer pH 7.4 containing 1 mM acetylthiocholine iodide and 0.2 
mM DTNB. Acetylcholinesterase was tested in brain hemisphere homo- 
genates and Cholinesterase in blood plasma, immediately after sacrifica- 
tion. Protein was measured by the biuret method (Layne, 1957) in 
deoxycholate — solubilized homogenates and by method of Lowry et al., 
1951) in blood plasma.

Dichlorvos (DDVP) — 0,0-dim ethyl-0-/2 ,2-dichlorovinyl/phosphate 
99.2% was obtained from Institute of Physical Chemistry Polish Acade
my of Sciences, Warsaw, Poland. Other chemicals were analytical g ra 
de and were obtained from Polish Chemical Reagents (POCh, Gliwice, 
Poland).

RESULTS
V9

Previous studies in this laboratory (Pachecka et al., 1975) revealed a 
very rapid decrease of the acetylcholinesterase activity following admini
stration of Dichlorvos. The m aximum inhibition was observed already 
30 min after intoxication with a 50% LD50 dose of insecticide. In the  
present study, the plasma Cholinesterase activity was assayed each day 
during intoxication, 30 minutes before and after administration of Di
chlorvos.

As shown in Table 1, the control Cholinesterase activity varied from day 
to day. In all cases, however, an inhibition of the enzyme activity was 
observed 30 minutes after administration of 10% LD50 of Dichlorvos, the  
activity values ranging from 50— 70% of the control level. After 24 hrs,
i.e. just before the next administration, this inhibitory effect was found 
to have partially, but not completely retreated. Considering that the

http://rcin.org.pl



Nr 2 DDVP and immature brain Cholinesterase 257

Table 1. Activity of blood plasma Cholinesterase during intoxication of pregnant female rats
with Dichlorvos (10% LD50).

Tabela 1. Aktywność cholinesterazy osocza krwi ciężarnych samic podczas zatruwania dichlor-
fosem (10% LDS0)

Activity o f  b l o o d  p l a s m a  C h o l i n e s t e r a s e  ( n m o l e s / m i n / m g  p r o t e i n )

Time of in- Aktywność cholinesterazy osocza krwi (nmole/min/mg białka)
toxication Dichlorvos

(days) Dichlorfos
Czas zatru- Control 30 min. before insecticide 30 min. after insecticide

wania Kontrola administration administration
(dni) 30 min przed podaniem insek- 30 min. po podaniu insektycy-

tycydu du

0 9.06±0.63 (24)
1 4.27±0.22 (6)
2 9.79±1.31 (9) 7.26±1.11 (7) p<0.02 4.38±0.64 (7) p<0.01
3 5.88±0.31 (6) 3.71 ±0.49 (7)
4 8.50±0.69 (9) 3.57±0.64 (7) p<0.01 2.96±0.25 (6) p<0.01
5 6.02±1.38 (5) 3.05±0.29 (7)
6 13.53 ±0.53 (4) 6.41 ±1-01 (6) p < 0 .0 l 3.89±0.50 (6) p<0.01

Results are expressed as mean values ±  standard error of the mean. The number of animals 
is given in parentheses.
Wyniki przedstawiono jako średnie arytmetyczne ±  średnie odchylenie od średniej. W nawia
sach podano liczbę zwierząt.

Cholinesterase activity remained depressed also between the successive 
administrations of the insecticide, it is clear that the animals were poiso
ned throughout the last days of pregnancy.

Fig. 1 illustrates the changes of cholinesterase activity in the course 
of postnatal development of the offspring from control and of intoxicated 
mothers. In the former cases the blood plasma cholinesterase activity 
was found to increase during the first days of life, reaching the m axi
mum value on the 8th day. Than the activity s tarted  going down, until 
the adult level was obtained in the  32nd day of life.

The pattern  of changes of the blood plasma cholinesterase activity in 
the rats from intoxicated mothers resembled the control pattern. The 
activity in one-day newborns from intoxicated mothers was identical to 
that in the  control newborns. Thereafter the activity rapidly increased to 
a peak on the 4th day after birth.

The brain acetylcholinesterase activity continued to increase much 
longer than the blood cholinesterase and reached a m aximum on the 32nd 
day of life. Thereafter the activity begun to decline until the 56th day 
when it finally dropped to the adult level (Pachecka et al., 1975; Sitkie- 
wicz et al., 1976), which amounted to 70% that at the 32nd day and was 
2.5 times higher than at birth.

Intoxication of mothers w ith either of the insecticide doses produced 
no dramatic effect on the acetylcholinesterase activity in newborns du-
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ring the first month of life. A statistically significant drop (p^0.05) of 
the activity became apparent in 42nd and 56th days animals and only in 
those of which m other received the higher dose (10% LD50).

І5<oO)c:
о
■5
Ci

Age

2 %  LDicontrol

Fig. 1. Variation in blood plasma Cholinesterase w ith age fo llow ing Dichlorvos 
intoxication of pregnant rats. Levels are shown as mean values ±  standard error

of the mean from 6 animals.
Rye. 1. Zmiany aktywności cholinesterazy osocza krwi w  zależności od w ieku po
tom stwa w  następstwie zatrucia ciężarnych szczurzyc dichlorfosem. W yniki przed
stawiono jako średnie arytmetyczne ±  średnie odchylenie od średniej dla 6 szczu

rów.

DISCUSSION

The point in applying the present intoxication model, consisting in ad
ministration of Dichlorvos to mothers throughout the last trimester of 
pregnancy was that in this period, the  development of fetal brain is 
characterized by proliferation and differentiation of the nerve cells 
(Rappoport et al., 1971). The enzymes were assayed in the period from 
the 1st up to  the 56th day of life, when the brain already acquires both 
the morphological and metabolic m aturity  (Rappoport et al., 1971). This 
experimental approach allowed to evaluate both the direct and indirect 
effects of Dichlorvos and its metabolites on the acetylcholinesterase 
activity in the  developing ra t brain.

Acetylcholinesterase is a membrane-bound enzyme (Koeppen, 1969). 
To avoid losses that might accompany preparation  of the postmitochon-
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drial fractions, this esterase activity was dëtermined in crude homoge- 
nates.

The observed pattern  of ontogenetic changes of the  acetylcholinestera
se activity (a continuous increase during the first 30 days of life and then 
a slight decline) resembles that described by Altman et al. (1970), Ben-

jT wo
j 90

70

60

50

40

30

20]

10

■k

Age
1 4 8 12 16 32 42

О -control C 2-2% LD 50 Ѳ-10%oLD50

56 (days)

Fig. 2. A ctiv ity  of acetylcholinesterase i*n the brain of the developing rat following  
Dichlorvos intoxication of pregnant rats. Levels are shown as mean values ±  stan

dard error of the mean from 6 animaln.* Statistical significance p ^ 0.05 .
Rye.  2. A ktywność acetylocholinesterazy w  mózgu szczura podczas rozwoju po za
truciu ciężarnych szczurzyc dichlorfosem. W yniki przedstawiono jako średnie 
arytm etyczne ±  średnie odchylenie od średniej w yników  dla 6 szczurów.* Znamien-

ność statystyczna p ^  0.05.

net at al. (1958) and Metzler and Hum m  (1961) in the rat brain and by 
Apprison and Himwich (1954) in the rabbit brain. The age-dependent 
changes of this enzyme activity in the brain of offspring of intoxicated 
mothers were in essence similar to those in control rats. The only diffe
rence noted was a slight decrease of the enzyme activity in the experi
mental animals in the 1st, 42nd and 56th day of life. The effects on the 1st 
day might be due 'to the direct inhibition by Dichlorvos or its metaboli
tes; this suggestion, however, requires experimental verification. Another 
possibility to be considered is the appearance of enzymatic changes as 
a result of disturbances (retardation) of the development of proteinaceous 
structures.

Parallel studies revealed the occurrence in the offspring of intoxicated 
females of disturbances in the activities of brain mitochondrial oxido-
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reductases (Zalewska et al., 1977). This fact does not univocally 
prove that the insecticide and its metabolites easily penetrate  the fetal 
brain. The observed changes may as well be a ttributed to  the retarded 
development of the oxidoreduction systems in the brain.
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Z. Zalewska, I. Rakowska, G. Matraszek, D. Sitkiewicz

WPŁYW DICHLORFOSU NA AKTYWNOŚĆ NIEKTÓRYCH UKŁADÓW  
ENZYMATYCZNYCH MÓZGU SZCZURA PODCZAS ROZWOJU OSOBNICZEGO

I. Cholinesterazy  

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

Przebadano aktywności acetylocholinesterazy mózgu szczura oraz cholinesterazy  
osocza krwi potomstwa podczas rozwoju osobniczego od 1 do 56 dnia życia  
po zatruciu ciężarnych samic dichlorfosem. Oceniano także aktyw ność cholin
esterazy osocza krwi ciężarnych samic podczas zatruwania dichlorofosem przez  
ostatnich 7 dni d ąży  (pomiędzy 14 a 21 dniem). Oznaczenia aktyw ności enzymu w y 
konano każdego dnia 30 min przed i 30 min po podaniu insektycydu w  dawce 10% 
LD5 0. Aktywność acetylocholinesterazy oznaczano w  pełnych homogenatach półkul 
mózgowych w  1, 4, 8, 12, 16, 32, 42 i 56 dniu życia potomstwa.

Stwierdzono obniżenie aktywności cholinesterazy osocza krwi samic ciężarnych  
(około 50—70°/o) w  30 min. po podaniu dichlorofosu. Po 24 godz. aktyw ność tego 
enzym u wykazywała tendencję do powrotu do normy, jednakże nigdy nie osiągnęła  
poziomu kontrolnego. U potomstwa samic zatruwanych dichlorfosem nie obserwo
wano zmian aktywności acetylocholinesterazy i cholinesterazy w  pierwszym okresie 
rozwoju osobniczego (do 32 dnia życia). W 42 i 56 dniu życia potom stwa samic za
truwanych dichlorofosem w  dawce 10% LDso stwierdzono niższą aktyw ność acetylo
cholinesterazy w  mózgu. Zatruwanie dawką 2% LDso nie powodowało istotnych  
zmian w  aktywności obu badanych enzym ów  w  okresie od 1 do 56 dnia życia po
tomstwa.

3. Залевска, И. Раковска, Г. Матрашек, Д. Ситкевич

ВЛИЯНИЕ ДИХЛОРОФОСА НА АКТИВНОСТЬ НЕКОТОРЫХ ФЕРМЕНТНЫХ
СИСТЕМ МОЗГА КРЫСЫ ВО ВРЕМЯ ОНТОГЕНЕЗА

I. Холинэстеразы  

Р е з ю м е

Исследовано активность ацетилхолинэстеразы мозга крысы, а тоже холин
эстеразы сыворотки крови потомства во время онтогенеза от 1 до 56 дня ж изни  
после отравления беременных самок дихлорофосом. Оценивали тоже актив
ность холинэстеразы сыворотки крови беременных самок во время отравления  
дихлорофосом в течение последних 7 дней беременности (между 14 и 21 днем).
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Определение активности фермента проводили ежедневно за 30 мин до и через  
30 мин после дачи инсектицида в дозе 10% LD5o. Активность ацетилхолинэсте- 
разы определяли в полных гомогенатах мозговых полушарий в 1, 4, 8, 12, 16, 
32, 42 и 56 день ж изни потомства.

Установлено снижение активности холинэстеразы сыворотки крови беремен
ных самок (около 50—70%) через 30 мин после дачи дихлорофоса. Через 24 часа 
активность этого фермента обнаруживала тенденцию возвращения к норме, 
однако никогда не достигала контрольного уровня. У потомства самок, отрав
ленных дихлорофосом, не наблюдали изменений активности ацетилхолинэсте- 
разы и холинэстеразы в первый период антогенеза (до 32 дня жизни). На 42 
и 56 день ж изни потомства самок, отравленных дихлорофосом в дозе 10% Ы>50, 
обнаружена более низкая активность ацетилхолинестэразы в мозге. Отравли- 
вание дозой 2% LD50 не вызывало существенных изменений в активности обоих 
исследованных ферментов в период от 1 до 56 дня ж изни потомства.
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EWA OSETOWSKA, FELIKS LUSZAW SKI, JAN SAWICKI

WPŁYW MUTACJI pt NA RÓŻNE OGNIWA „ZAMKNIĘTYCH” 
OBWODÓW RUCHOWYCH*

I. PATOMORFOLOGIA NEOSTRIATUM, PALEOSTRIATUM I SUBSTANTIA
NIGRA U KRÓLIKA pt

Ośrodek Doświadczalny Neurologii Porównawczej, Centrum M edycyny  
Doświadczalnej i Klinicznej PAN, Mińsk Mazowiecki 

Kierownik Ośrodka: prof, dr med. E. Osetowska

W pierwszym usystematyzowanym cyklu prac poświęconym królikom 
pt (pt samiec, pt/pt samica, symbol genetyczny nadany „królikowi z Miń
ska Mazowieckiego” przez Lindsey’a i Fox’a, 1974) staraliśmy się 1. usy
stematyzować odmiany przebiegu klinicznego zespołu pt, wysuwając hi
potezę supresji genetycznej wprowadzonej do rodziny przez jednego ze 
zdrowych ojców (Osetowska i wsp., 1975a), 2. przeprowadzić korelację 
objawów klinicznych z narastającym uszkodzeniem neuronów (Osetow
ska i wsp., 1975b; Taraszewska i Osetowska, 1975), 3. podjąć pierwsze 
próby weryfikacji neurochemicznych zespołu (Wald i wsp., 1976; Czar
toryska i wsp., 1976), wreszcie 4. wyjaśnić fizyko-chemiczny charakter 
złogów neuro-aksonalnych, stanowiących jedną z patognomicznych zmian 
mózgowych królika pt. W badaniach w mikroskopie elektronowym, po
twierdzonych analizą mikroradiograficzną, udało się je zidentyfikować 
jako związek wapnia (Ca3/ P 0 4/2). Jego odkładanie się w obrębie neu- 
ro-aksonu poprzedzone jest zwyrodnieniem organelli, szczególnie uszko
dzeniem mitochondriów (Taraszewska i wsp., 1976).

Głównym celem badań rozpoczętych w  obecnym pięcioleciu jest usta
lenie anatomicznego podłoża drżeń parkinsonoidalnych. Jeżeli w roku 
1971 Fahn i wsp- wyrażali rozczarowanie, że ani badania M artin’a (1965) 
ani Denny-Brown’a nie dały wyjaśnienia ,,for Parkinsonian trem or”, 
i równocześnie podkreślali z żalem, że „clinical-chemical-pathological 
correlations of diseased states (Parkinsonian-E.O.), for which there  are 
no suitable animal models, can only be accomplished by studying the

*) Praca w ykonana w  ramach problemu w ęzłow ego. Temat 10.4.2.02.2.
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hum an subject”, to królik pt  wydaje się właśnie idealnym modelem do
świadczalnym dla wyjaśnienia drżeń typu parkinsonoidalnego 'tym bar
dziej, że zespół pt nie zawiera równocześnie parkinsonoidalnej akinezji 
i sztywności.

Pojęcie zawarte w tytule nowego cyklu wymaga wyjaśnienia: „zam
knięte” obwody ruchowe („closed” neuronal circuits) wprowadził do 
litera tury  neurologicznej Brodai (1963), ażeby zerwać definitywnie za
równo z pojęciem „ruchu spontanicznego”, jak i ze sztucznym podziałem 
układu ruchowego na „piramidowy” i „pozapiramidowy”. Funkcjonal
nie istnieje stała interferencja w oddziaływaniu „stacji przełączniko
w ych” ruchu. Jeżeli wyraz „closed” — „zamknięty” został użyty przez 
Brodala w cudzysłowie, to dlatego, że od każdego zamkniętego obwodu 
odchodzą liczne kolaterale do jąder układów czuciowych i wegetatyw
nych.

Drugi cykl badań rozpoczynamy od ośrodków podkorowych i pnio
wych, tradycyjnie wiązanych z zespołem parkinsonizmu tj. od neostria
tum, paleostriatum i substantia nigra oraz od ich połączeń, badanych 
na razie w granicach możliwości technicznych mikroskopu świetlnego.

MATERIAŁ I METODA

Badania wykonano na materiale 60 przypadków królików pt objawo
wych, w tym:

45 przypadków (38 samców i 7 samic) z przebiegiem klinicznym ostrym, 
trwającym  od 3 tygodni do 3 miesięcy. Drżenia zrytmizowane, drobno- 
faliste, przy ruchach czynnych i podnieceniu grubofaliste, kolebiące ca
łym tułowiem występowały w tej grupie pomiędzy 10 a 12-tym dniem 
życia. We wszystkich przypadkach w  ciągu 1— 10 dni od wystąpienia 
drżeń, pojawiły się niedowłady typu  spastycznego, ze wzmożonymi od
ruchami. W 7 przypadkach faza drżeń była bardzo krótka, jedno-dwu- 
dniowa, zanikająca wraz z bardzo szybkim narastaniem niedowładów, aż 
do bezwładów 4 kończyn, w ustawieniu typu „samolot” (por. Osetow
ska i wsp., 1975b);

8 przypadków (tylko samce) z przebiegiem klinicznym podostrym od 
3 do 6 miesięcy; z niedowładami kończyn i drżeniami utrzymującymi się 
aż do zgonu;

7. przypadków (4 samce i 3 samice) z przebiegiem chronicznym od 
8 miesięcy do 1,5 roku- W tej ostatniej grupie niedowłady bądź to cofa
ły się, bądź utrzymywały stacjonarnie, najczęściej w kończynach przed
nich. Drżenia drobnofaliste, zrytmizowane występowały z okresowymi 
nasileniami bez pobudzenia, natomiast stale podczas badania neurolo
gicznego, przesadzania z klatki przy sprzątaniu itp.
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W sumie na 60 przypadków pochodzących z m ateriału sekcyjnego 
lat 1976, 1975, 1974 wybranego wyłącznie na podstawie objawów kli
nicznych było 50 samców i 10 samic. Badane króliki reprezentowały 
głównie pokolenia IX, X i XI, z pojedynczymi przypadkami z pokoleń 
VII, VIII i XII.

Dwadzieścia królików w analogicznych grupach wieku, pochodzących 
z miotów mieszanych (nosicielka x królik  zdrowy), naturalnie z prze
ważającą ilością samców, stanowiło materiał kontrolny. Jak  już zazna
czono w poprzedniej pracy (Osetowska, Luszawski, 1976), tak dobrana 
grupa kontrolna przedstawia poza odmiennym genotypem i fenotypem 
właściwy odpowiednik biologiczny m ateriału doświadczalnego.

Króliki w chwili maksymalnego nasilenia objawów neurologicznych 
i/lub oznak ogólnego pogorszenia stanu klinicznego usypiano przez do
żylne podanie Eunarconu.

Mózg i rdzeń oraz narządy miąższowe (w każdym przypadku) u trw a
lono w formolu. Bloczki tkankowe zatopione w parafinie krajano w se
riach nieciągłych z poziomów striatum  i substantia nigra (7— 10 skraw 
ków na poziom) i barwiono fioletem krezylu, hematoksyliną-eozyną, 
metodą Heidenhaina, Holzera w mod. Kanzler-Arendta oraz Holmesa, 
w przypadkach zwapnień wątpliwych 'także Alizaryną S oraz metodą 
van Kossa.

WYNIKI

Neostriatum  (skorupa, jądro ogoniaste). W przeważającej ilości m a
teriału zmiany w neostriatum, szczególnie w skorupie są widoczne, ale 
stosunkowo mało nasilone: obserwuje się obraz tigrolizy w obrębie du
żych komórek oraz zatarcie rysunku chromatyny jądrowej w komór
kach małych; w podłożu widoczne są cienie komórek rozpływających się 
homogennie (ryc. la; przyp. z. 91/75). W poszczególnych przypadkach 
występuje w komórkach dużych zanik chromatyny jądrowej („puste 
jąd ra”), wakuolizacja protoplazmy od obwodu, co nie wyklucza jej po
chodzenia od satelitów glejowych — jak to wynika z badań Taraszew- 
skiej w mikroskopie elektronowym (materiał nie opublikowany) oraz 
zmiany obrzękowe i homogenne w  komórkach małych (ryc. 2b; przyp- 
г. 68/75), z przewagą niedowładów nad fazą drżeń w przebiegu klinicz
nym. Wyraźniejsze zmiany obserwuje się w jądrze ogoniastym: tigro- 
lizę przechodzącą w homogenizację protoplazmy komórek dużych: wy
bitne obrzękowe przejaśnienia i poszerzenia protoplazmy komórek m a
łych doprowadzające często do tworzenia się pseudosyncytjów neuro- 
nalnych przez zatarcie granic zewnętrznej błony komórkowej (ryc. lc, 
przyp. z. 85/75). W całym materiale widoczne jest wyraźne przejaśnie-
N e u r o p a t o l o g i a  P o l s k a  — 7
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nie chromatyny jądrowej w komórkach małych (rye. Id, przyp. z. 229/ 
/74). Tylko w 3 przypadkach na 60 przebadanych znaleziono w  neostria
tum  pojedyncze zwapnienia, znajdujące się zazwyczaj na pograniczu 
istoty białej i szarej, aczkolwiek niewątpliwie związane ze s truk tu rą  ko
mórkową (ryc. 2a, przyp. 68/75). W układach pęczkowych włókien in- 
trastriatalnych łączących neostriatum  z gałką bladą oraz z istotą czar
ną nie znaleziono masywnych przejaśnień mielinowych; w dużych po
większeniach w impregnacji srebrowej widoczne są odkształcenia i owal
ne pogrubienia poszczególnych włókien oraz ich fragm entacja  ( r y c .  2b, 
przyp. z 91/75).
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Paleostriatum.  Zmiany zaobserwowane w gałce bladej są znacznie bar
dziej nasilone i powszechniejsze niż w neostriatum. W średniej wielko
ści wielobiegunowych komórkach dość rzadko rozrzuconych w bogato- 
-włóknistym podłożu, występuje tigroliza, homogenne zacieranie się 
s truk tu ry  śródkomórkowej (ryc. 2c, przyp. z. 50/75) i wyraźne prze
rzedzenia chrom atyny jądrowej. W gałce bladej uderza także duża ilość 
progresywnie zmienionych jąder gleju komórkowego (ryc. 2c, przyp. 
z. 229/74).

U królika nie istnieje ani cyto- ani mieloarchitektoniczny podział gał
ki bladej na część boczną i środkową. W części przyśrodkowo-dolnei 
oraz na pograniczu górno-bocznym gałki bladej i torebki wewnętrznej 
znajdują się dwie duże grupy komórek znacznie większych, określane 
przez G rün tha l’a (cyt. za Gerhard, 1968), odpowiednio jako grupa ko
mórek b i grupa a. W tych dużych neuronach występuje szczególnie 
wyraźnie zatarcie granic błony komórkowej, tigroliza, nasilająca się do 
homogenizacji, wakuolizacja protoplazmy i zanikanie chromatyny ją
drowej. W podłożu, szczególnie w grupie a widoczne są cienie komórek 
ulegających całkowitemu bezodczynowemu zanikowi (ryc. За i 3b, przyp- 
г. 50/75 oraz z. 79/75). Na obu rycinach wyraźne są również zmiany 
w jądrach glejowych. W 18 przypadkach stwierdzono w najbardziej 
wewnętrznej części gałki bladej występowanie koncentrycznych zwap
nień, leżących wśród pofragmentowanych i odkształconych włókien ner
wowych (ryc. 3c, przyp. z. 68/75). Blaszka rdzenna boczna gałki bladej 
nie wykazuje podobnie jak neostriatum  masywnej demielinizacji — tyl-

Ryc. 1. a. Skorupa. U m iarkow ane zmiany neuronalne w  postaci tigrolizy komórek  
dużych, zatarcia rysunku chromatyny jądrowej w  komórkach małych; pojedyncze, 
homogenne cienie kom órkowe w  podłożu, b. Skorupa. „Puste” jądro w  dużej k o 
mórce położonej niżej oraz w akuolizacja protoplazmy postępująca od obwodu, c. 
Jądro ogoniaste. Obrzękowe przejaśnienia protoplazmy komórek małych; obrzękłe 
komórki w ykazują tendencje do tworzenia pseudosyncytjów  neuronalnych (grupy 
komórek w  górnej i przyśrodkowej części ryciny), d. Jądro ogoniaste. Przerzedzenia  
chromatyny jądrowej w  komórkach małych, w  licznych neuronach tigroliza pro
wadząca do homogennego rozpływania się w  podłożu, a-d.  Fiolet krezylu. Po w.

400 X.

Fig. 1. a. Pu tamen .  T igrolysis in the large neurons, chromatolysis in the nuclei c f  
the sm all cells; som e „ghost” cells against the background, b. Putamen:  „Empty” 
nucleus in the large neuron in upper part of the figure, peripheral vacuolization  
in the cytoplasm  of large neuron in lower part. c. Nucleus caudatus.  Edematous 
enlargem ent of the sm all neurons contributes to form neuronal pseudo-syncytia. 
d. Nucleus caudatus.  D ispersed nuclear chrcmatin in the sm all neurons. Many cells 
undergoing homogenic lysis in the  background substance, a-d.  Cresyl violet. X 400.

http://rcin.org.pl



268 E. Osetowska i wsp. Nr 2

Ryc. 2. a. Małe zwapnienia neuronalne na pograniczu jądra ogoniastego i torebki 
wewnętrznej. Fiolet krezylu. Pow. 200 X. b. Zmiany zw yrodnieniowe we włóknach  
nerw ow ych połączeń skorupa-gałka blada. Holmes. Pow. 400 X. c. Gałka blada. 
Tigroliza i homogenizacja komórkowa, d. Gałka blada. Pom iędzy zmienionymi 
neuronami liczne jądra glejowe zmienione progresywnie, c-d. F iolet krezylu. Pow.

400 X.
Fig. 2. a. Small neuronal calcification on the borderline of nucleus caudatus and 
capsula interna.  Cresyl violet. X 200. b. A xonal degenerative changes in putamen-  
pa ll idu m  connection fibres. Holmes. X 400. c. Pallidum.  Tigrolysis and hcmogenic 
cellular changes, d. Pal l idum.  Among altered neurons many progressive glial nucle/

c-d. Cresyl violet. X 400.
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Ryc. 3. a, b. Duże neurony gałki bladej w  grupach b i a Grünthala. Wakuolizacja 
cytoplazmy, homo g en ne rozpływ anie się w  podłożu. Fiolet krezylu. Pow. 400 X. 
c. Gałka blada. Dwa zwapnienia neuro-aksonałne w  pobliżu torebki w ewnętrznej. 
Holmes. Pow. 400 X.d. Przerzedzenie i fragm entacja osłonek m ielinowych w  blaszce  

rdzennej bocznej gałki bladej. Heidenhain. Pow. 400 X.

Fig. 3. a, b. Large pallidal neurons in the groups b and a of Grünthal. Vacuoliza
tion of cytoplasm, homogenic destruction. Cresyl violet. X 400. c. Pall idum.  Two  
neuro-axonal calcifications near the internal capsule. Holmes. X 400. d. R arefa
ction and fragmentation of the m yelin  fibres in the lamina medullaris  lateral is

pall idi .  Heidenhain. X 400.
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ko w dużych powiększeniach obserwuje się fragmentację i obrzęk po
szczególnych osłonek mielinowych (ryc. 3d — z. 79/75).

W porównaniu z materiałem kontrolnym najmniej charakterystyczne 
wydają się zmiany w substantia nigra. W części zbitej przeważają obrazy 
umiarkowanej tigrolizy oraz tendencja do przechodzenia neuronów w 
postaci obkurczone, hyperchromatyczne i „sklerotyczne” (ryc. 4a, przyp. 
z. 7/76). Neurony wykazują też stosunkowo niewielką tendencję do ho- 
mogennego rozpływania się i zaników (ryc. 4b, przyp. z. 72/75 z prze
życiem przedłużonym do 1 roku i 4 miesięcy). Charakterystyczne roz
płynięcie się chromatyny jądrowej spotyka się sporadycznie (ryc. 4c, 
przyp. z. 52/75).

W części siatkowatej jeszcze częściej niż w części zbitej występują 
niecharakterystyczne postaci neuronów sklerotycznych, pomimo ostrego 
przebiegu chorobowego (ryc. 4d, przyp. z. 245/74, przeżycie 7 tygodni). 
Na tej samej rycinie widoczne jest także zwapnienie należące do kom 
pleksu komórkowego części siatkowatej istoty czarnej. Należy tu  pod
kreślić, że w całym przebadanym dotychczas rutynowo materiale neuro- 
patologicznym królika pt, tylko w 2 przypadkach znaleziono zwapnie
nia neuronalne w istocie czarnej.

Prążek istoty czarnej, w której przebiegają u królika dwukierunkowe 
włókna łączące z gałką bladą, wykazuje tylko sporadyczne uszkodzenia 
osłonek mielinowych. Pęczek ten zresztą także w warunkach prawidło
wych barwi się nieco słabiej, niż sąsiadujące z nim zbite włókna konaru 
mózgu (Gerhard, 1968).

OMÓWIENIE WYNIKÓW

Z trzech przebadanych s truktur jądrowych największe i najbardziej 
charakterystyczne uszkodzenia w porównaniu z materiałem kontrolnym 
znaleziono w paleostriatum. Uszkodzenia vv idoczne w mikroskopie świet
lnym w barwieniu metodą Nissla potwierdzają się w badaniach w mi
kroskopie elektronowym (Taraszewska — materiał nie opublikowany), 
w których stwierdzono zmiany w perikarionie neuronów z obecnością 
śródcytoplazmatycznych wakuoli, jak również poszerzenia i degeneracje 
organelli, odcinków niezmielinizowanych i zmielinizowanych aksonów. 
W powiększeniach 1000—1200 X (mikroskop fazowo-kontrastowy), Tara
szewska obserwowała także liczne typowe sferoidy. Na znaczniejsze u- 
szkodzenie paleostriatum  wskazuje również obecność zwapnień neuronal- 
nych, znalezionych w 33 z 60 przypadków (55%), w tym  w 18 przypad
kach w gałce bladej (54,5%), w 3 przypadkach w neostriatum  poza tym  
głównie w tworze siatkowatym pnia mózgu. Nie uważamy wprawdzie 
śródneuronalnego odkładania się związków' wapnia za podstawowe
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Ryc. 4. a. Istota czarna. Tigrcliza i zmiany sklerotyczne, mało charakterystyczne 
w części zbitej. Zwapnienie widoczne w górnej części ryciny należy już do tworu  
siatkowatego śródmózgcwia. b. Królik z przeżyciem przedłużonym powyżej 1 roku. 
Stosunkowo małe zaniki neuronalne w  części zbitej istoty czarnej, a-b.  Fiolet kre- 
zylu. Pow. 200 X. c. Stosunkowo rzadko spotykany w  istocie czarnej cbraz neuronu  
z „pustym” jądrem, d. Część siatkowa istoty czarnej. Neuron z typowym obrazem 
sklerotycznego cbkurczenia i w ydłużenia, powyżej niego zwapnienie neuro-aksonal- 

ne, wyjątkow o spotykane w  istocie czarnej, c-d.  Fiolet krezylu. Pow. 400 X.
Fig. 4 a. Substant ia  nigra. Tigrolysis and uncharacteristic sclerotic changes in the 
pars compacta.  Calcification in the upper part of figure belongs to the reticular 
formation, b. The rabbit with survival over one year. The relatively scarce loss 
of neurons in pars compacta  of substant ia nigra, a-b.  Cresyl violet. X 200. c. N eu
ron with „empty nucleus” from pars compacta,  of substantia  nigra, d. Reticular 
part of substantia  nigra. Neuron with typical cellular sclerosis, shrinken and elon
gated. abcve-neuroaxonal calcification, extrem ely rarely seen in substant ia  nigra,

c-d.  Cresyl violet. X 400.
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ogniwo przyczynowe zakłócenia metabolizmu w układzie nerwowym 
królika pt, ale przyjm ujem y to zjawisko jako kolejną „strzałkę” 
wskazującą na szlak tropienia podstawowych zaburzeń (Osetowska 
i wsp., 1976). Abstrahując chwilowo od zaburzeń przemiany, za
trzym am y się na możliwych implikacjach uszkodzenia gałki bladej 
w zespole pt. Drżenia typu  parkinsonoidalnego nie otrzymano nigdy 
w doświadczalnych uszkodzeniach gałki bladej. Destrukcja stereo- 
taktyczna gałki bladej u parkinsoników oraz w warunkach doświadczal
nych powodowała zmniejszenie drżeń, jak również sztywności parkinso- 
noidalnej (Kaada, 1963). Martin (1965) na podstawie analizy kliniczno- 
-neuropatologicznej 9 przypadków parkinsonizmu pozapalnego (po epi
demii sprzed lat 40) uważa, że uszkodzenia gałki bladej w tym  zespo
le powodują utratę  współruchów postawy (,,postural reflexes”) i są od
powiedzialne za „objawy negatywne” parkinsonizmu, natomiast nie moż
na im przypisać ani drżeń ani sztywności. Interpretacje M artin’a zna
lazły nieoczekiwane poparcie w badaniach doświadczalnych Matsunami 
i Cohena (1975) nad wyładowaniami w poszczególnych neuronach gałki 
bladej i jądra  ogoniastego wywołanymi przez pobudzenie jądra przed
sionkowego i drogi piramidowej u prymatów. Neurony jądra ogoniaste
go i gałki bladej działają razem jako jednostka funkcjonalna kontrolu
jąc ruch powstający z impulsu korowego; równocześnie jednak połącze
nia somatyczne doprowadzające („afferent feed back”) mogą wyzwolić 
aktywność w zwojach podstawy w wyniku ruchu wywołanego obwodo
we.

Taka rola gałki bladej koreluje dość dobrze z przebiegiem klinicznym 
zespołu pt  i opisanymi wyżej uszkodzeniami. Zmiany neuronalne i zwap
nienia w  gałce bladej obserwowaliśmy także we wspomnianych wyżej 
przypadkach, w których faza drżeń została zredukowana do 1—2 dni; 
w innych przypadkach drżenia zmniejszają się wyraźnie lub zanikają 
po ustaleniu masywnych porażeń. Eliminując gałkę bladą jako ośrodek 
odpowiedzialny za powstanie drżeń, nie m amy dostatecznych danych, aże
by wytłumaczyć jej rolę w niedowładach spastycznych. Połączenia ko- 
rowo-rdzeniowe, odpowiadające drogom piramidowym u królików w y
czerpują się na poziomie wysokiego rdzenia szyjnego i to w sznurach 
tylnych (Gerhard, 1968). Uszkodzenie tych dróg praktycznie nie ma 
wpływu na normalne ruchy królika. Natomiast niewątpliwie istnie
ją niższe połączenia tworu siatkowatego śródmózgowia, mostu i opuszki 
z neuronami rdzeniowymi. Odpowiednio włókna odprowadzające gałki 
bladej rzutują  szeroko na jądra wzgórza oraz na nakrywkę śródmózgo
wia, gdzie dochodzą do dużych komórek tworu siatkowatego (Mehler, 
Nauta, 1974). Twór siatkowaty pnia stanowi u królika pt  miejsce naj
częstszej lokalizacji rozrzuconych na dużej przestrzeni zwapnień neuro-

http://rcin.org.pl



N r 2 Zmiany układow e u królika p t 273

aksonalnych, których wymiary sugerują  bardzo często związki z duży
mi neuronami. Natomiast inna projekcja gałki bladej tworząca zamknię
ty  obwód ruchowy u małp-prymatów mogłaby stanowić punkt specjal
nego zainteresowania w naszym temacie: krótki zamknięty obwód pod- 
korowy: część boczna gałki bladej (nie wy różnicowana u królika) — 
jądro niskowzgórzowe — część środkowa gałki bladej, stanowi drogę, 
której wszystkie trzy komponenty są wybiórczo wrażliwe na doświad
czalne zatrucia manganem, wywołujące między innymi parkinsonopodo- 
bne drżenia (Osetowska, 1971; Papavasiliou i wsp., 1975). Do analizy 
morfologicznej jądra niskowzgórzowego i jego połączeń powrócimy w 
następnych pracach. Połączenia nadrzędne neostriatum  z gałką bladą są 
dobrze znane zarówno u człowieka, jak i u zwierząt doświadczalnych. 
Z badań morfometryczno-statystycznych Thörner’a i wsp. (1975) wynika, 
że ogólna ilość komórek gałki bladej u człowieka odpowiada przeciętnie 
ilości dużych neuronów prążkowia. Stwierdzenie to można przyjąć jako 
wykładnik współdziałania obu układów także i u zwierząt doświadczal
nych. Nie można jednak przenosić go bezwzględnie na królika jeżeli 
uwzględni się różnice w wymiarach neuronów różnych ugrupowań gałki 
bladej królika, przy równoczesnym braku podziału cytomieloarchitekto- 
nicznego gałki bladej na część boczną i przyśrodkową. Wiadomo, że 
neostriatum  królika zawiera endogenną dopaminę, a poziom jej w ją
drze ogoniastym jest wyższy niż w skorupie oraz że znaczna ilość włó
kien nie-dopaminergieznych pochodzących z torebki wewnętrznej prze
chodzi do skorupy z pominięciem jądra ogoniastego. Udział tych włó
kien o nieznanej czynności może tłumaczyć niższe poziomy dopaminy 
w skorupie królika (Tennyson i wsp., 1972). Skądinąd zachodzi różnica 
w  interpretacji przebiegu włókien prążków istoty czarnej, w której 
Gerhard umieszcza włókna nigro-pallidalne i pallido-nigralne. Według 
Hasslera (1974) u prymatów dwukierunkowe drogi łączą z istotą czarną 
zarówno jądro ogoniaste jak i skorupę ale nie gałkę bladą. Drogi od 
istoty czarnej do obu części neostriatum  są dopaminergiczne, podczas 
gdy drogi od neostriatum do istoty czarnej ,są przenośnikami G AB A 
(gamma-aminobutyric acid), działającego jako neuro transm iter ham ujący 
czynności ośrodkowego układu nerwowego u ssaków. Kolaterale zarów
no od jądra ogoniastego jak i od skorupy przenoszą GABA do gałki 
bladej, w  której osiąga on wysoki poziom (Kanazawa, Toyokura, 1974).

Jakkolwiek w  naszym materiale neurony neostriatum  wykazują w y
raźne cechy uszkodzenia, są one mniej nasilone niż uszkodzenia w gałce 
bladej. Jeszcze mniej uszkodzeń wrykazuje istota czarna. Uszkodzenia 
doświadczalne zarówno neostriatum  jak i substantia nigra nie dawały 
również drżeń parkinsonopodobnych (Kaada, 1963), natomiast obniżenie 
poziomu dopaminy w neostriatum  uzależnione od destrukcji istoty czar
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nej ma powodować akinezję i sztywność (Fahn i wsp., 1971), dwa obja
wy nie występujące u królika pt- Związki uszkodzonego neostriatum 
z jeszcze mocniej uszkodzoną gałką bladą wydają się więc współucze
stniczyć przede wszystkim w rozwoju niedowładów i porażeń spastycz- 
nych zespołu pt. Charakter tego oddziaływania nie jest jasny, wydaje 
się jednak wykluczać wszystkie trzy przebadane kompleksy jądrowe 
z udziału w powstawaniu drżeń.

Do wstępnych wyników dotyczących przemiany dopaminy w stadzie 
pt powrócimy w następnej pracy tego cyklu.

WNIOSKI

Przedstawione powyżej badania dają się streścić w dwóch wnioskach 
końcowych.

1) W fazach objawowych choroby u królika pt  największe uszkodze
nia wykazuje pallidum, mniej nasilone neostriatum, stosunkowo naj
mniej uszkodzona jest substantia nigra.

2) Zarówno uszkodzenia pallidum  jak i neostriatum  wskazują na ich 
związek z występowaniem niedowładów i bezwładów spastycznych.

Żadna z trzech przebadanych morfologicznie s truk tu r  nie wykazuje 
wyraźniejszych korelacji z występowaniem i nasilaniem się drżeń par- 
kinsonopodobnych u królika pt.

E. Осетовска, Ф. Лушавски, Я. Савицки

ВЛИЯНИЕ МУТАЦИИ p t  НА РАЗЛИЧНЫЕ ЗВЕНЬЯ „ЗАМ КНУТЫ Х” 
ДВИГАТЕЛЬНЫХ ЦЕПЕЙ

I. Патоморфология neostriatum, paleostriatum и substantia nigra

Р е з ю м е

Главной целью второго цикла исследований, проводимых на сравнительной 
модели кролика pt, является установление анатомической основы паркинсоно- 
подобных дрожаний. Исследования sitriatum и substantia nigra проведены на 
прерывистой серии срезов, полученных из мозга 60 кроликов, в том числе 45 
случаев с острым течением, 8 с подострым и 7 с хроническим течением, с обо
стрениями. Установлены наибольшие повреждения в pallidum, меньше в neo
striatum. Наименее поврежденной была substantia nigra. Корреляция морфоло
гических результатов с клиническим течением и литературными данными 
указывают на возможную связь обнаруженных повреждений со вторым симп
томом синдрома pt, неполным спастическим параличом. Эти повреждения не 
удается, однако, связать с паркинсоноподобными дрожаниями.
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E. Osetowska, F. Luszawski, J. Sawicki

THE EFFECT OF p t-MUTATION ON VARIOUS LINKS OF THE „CLOSED”
MOTORIC CIRCUITS

I. Pathomorphology of the neostriatum, paleostriatum and substantia nigra
in the pt-rabbits

S u m m a r y

The principal purpose of the second research cycle on the p i-rabbit’s comparative  
model (hereditary paralytic tremor) is to establish the anatom ical basis of the  
Parkinsonian-like tremor, the main sym ptom  of this hereditary disease. In presen
ted paper, first of the cycle, the investigations were carried out on 45 cases w ith  
acute course, 8 with subacute, 7 w ith chronic, recurrent course of the disease. Se- 
micontinuous histologic sections concerned striatum and substantia nigra. The most 
impaired structure was pallidum; more discrete changes were manifested in n eo 
striatum and in substantia nigra. The clinico-anatom ical correlations and the perti
nent references relate these changes rather in conjunction with spastic motoric 
paresis (second clinical symptom) than with the rhythmical. Parkinsonian-like  
tremor.
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Splot naczyniówkowy ze względu na duże podobieństwo strukturalne 
(Kefalides, Denduchis 1969) i antygenowe (McIntosh i wsp. 1975), oraz 
zbliżoną funkcję do kłębka nerkowego, stał się w ostatnich latach przed
miotem licznych badań immunomorfolo'gicznych mających na celu iden
tyfikację odkładanych, w przebiegu chorób o podłożu immunologicznym, 
kompleksów antygen-przeciwciało. Stwierdzono, że zdeponowane kom
pleksy immunologiczne mogą równolegle prowadzić do uszkodzenia 
kłębków nerkowych i splotu naczyniówkowego (McIntosh, Koss 1974), 
wskutek aktywizacji dopełniaczowo-zależnych mechanizmów litycznych 
(Dixon 1963).

Dotychczasowe badania udowodniły udział kompleksów antygen-prze
ciwciało w patogenezie zmian w kłębkach nerek i naczyniach w prze
biegu niektórych chorób zwierząt i człowieka. Kompleksemię i zdepo
nowane kompleksy immunologiczne w tkankach w ykryto  u myszy za
każonych wirusem limfocytarnego zapalenia opon mózgowo-rdzeniowych 
(Oldstone, Dixon 1967, Oldstone, Lam pert 1973), wirusem dehydroge
nazy mleczanowej (Porter, Porter  1971) i w mięsaku Moloney’a (Hirsh 
i wsp. 1969), u norek zakażonych wirusem choroby aleuckiej (Porter 
i wsp. 1969), w zakaźnej niedokrwistości koni (Banks, Henson 1969) oraz 
w ostrej i przewlekłej chorobie posurowiczej u królików (Germuth 
i wsp. 1967, Koss i wsp. 1973; Brentiens i wsp. 1974).

W patologii ludzkiej złogi kompleksów immunologicznych zidentyfi
kowano w  podostrym stwardniającym zapaleniu mózgu (LESS) (Dayan, 
Stokes 1972, Oldstone i wsp. 1975), w mononukleozie zakaźnej i chłonia- 
ku B urk itt’a w zakażeniu wirusem Ebstein-Barr’a (Makojima i wsp. 
1973), w nerkach i w naczyniach krwionośnych u chorych na wirusowe
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zapalenie wątroby typu В (Nowosławski i wsp. 1972), w nerakch i splocie 
naczyniówkowym u chorych z toczniem układowym rumieniowatym 
(SLE) (Atkins i wsp. 1972), w chorobach autoimmunizacyjnych — w za
paleniu nerek (McIntosh i wsp. 1975; Ozawa i wsp. 1976; Micanovic i wsp. 
1976), w płynie i w tkance łącznej w przewlekłej chorobie reumatycznej 
(Natvig i wsp. 1974).

Celem badań przedstawionych w niniejszej pracy było ustalenie w nie- 
selekcjonowanych przypadkach sekcyjnych, częstości występowania zło
gów IgG, IgM, Ig A, włóknika i dopełniacza w splocie naczyniówkowym 
ludzi.

MATERIAŁ I METODY

Badania przeprowadzono na splotach naczyniówkowych z komór bocz
nych mózgów dzieci (11 przypadków) i ludzi dorosłych (11 przypadków), 
które pobierano podczas rutynowo wykonywanych autopsji, w 17 — 36 
godzin po śmierci. Wiek zmarłych w grupie dzieci zamykał się w gra
nicach od 6 dni do 7 lat, w grupie dorosłych od 55 do 75 lat. Dane do
tyczące płci, wieku chorych, podstawowego procesu chorobowego i przy
czyny zgonu przedstawiono w tabelach 1 i 2.

Pobrany materiał dzielono na dwie części, z których jedną przezna
czoną do badań morfologicznych utrwalano w buforowanej 10% formali
nie (pH 7,4) i barwiono hematoksyliną-eozyną.

Materiał przeznaczony do badań immunofluorescencyjnych zamrażano 
w eterze naftowym oziębionym do —80°C w mieszaninie acetonu i su
chego lodu. Kriostatowe skrawki po dokładnym wysuszeniu i utrwaleniu 
w acetonie, płukano przez 1 godz. w PBS, następnie inkubowano w ko
morze wilgotnej przez 30 minut ze zwierzęcymi globulinami przeciwko 
ludzkim immunoglobulinom (IgG, IgM, IgA), składnikowi C’3 dopełnia
cza i włóknikowi, znakowanymi izotiocjanianem fluoresceiny (FITC) 
(Clark, Shepard 1963). W czterech przypadkach (4, 6, 14 i 20) skrawki 
skrojone z zamrożonych bloków poddano elucji przy użyciu 0,15 M bu
foru giicyna-HCL, pH 2,2, posiadającego właściwości dysocjowania kom
pleksów immunologicznych (Brzosko 1966). Skrawki po wysuszeniu w 
tem peraturze pokojowej płukano przez 1 godzinę w  soli fizjologicznej 
buforowanej buforem fosforanowym o pH 7.6 (PBS), po czym zanurzano 
w buforze giicyna-HCL i płukano przez okres 2 godzin w temperaturze 
pokojowej na mieszadle elektromagnetycznym. Następnie skrawki płu
kano w dwóch zmianach PBS przez 5 minut i barwiono odczynnikami 
immunohistochemicznymj przeciwko ludzkiej IgG, IgM, IgA, kompo
nentowi C’3 dopełniacza oraz włóknikowi.
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Tabela 1. Dane kliniczne przypadków i zmiany anatomopatologiczne w splotach naczyniówkowych dzieci

Zmiany komórek nabłonka Zmiany zrębu

Zwyrodnienie
ziarnisto-wod-

niczkowe

Ścieńczenie, de
zintegracja, 

ubytk i komórek

Zmiany naczyn
JNr przyp. Wiek, płeć, rozpoznanie Obrzęk komórek  

wodniczki
Obrzęk

Ciała piasz- 

czakowate
Nacieki

Włóknienie,

pogrubienie
ścian

Zastój

1. 7,5 lat, Ż. Choroba hodowców ptaków, 

zwłóknienie płuc
+ — — — — +

l i p o f a g i
— +

2, 6 tyg ., Ż. Mnogie wady wrodzone +  + + + +  +  
l i p o f a g i  

i  m a k r o f .

+ +  +

3. 6 dni, M. Niewydolność krążeniowo- 

oddechowa
+  + + +  + +  +  

z m i a n y  

k r w o t o c z .

+  +  
l e u k .  l i p o f a g i

+ +  +  +

4. 4/12, M. Zachłyśnięcie, zapalenie p łuc +  + + +  + — — — — +

5. 5/12, M. Zapalenie płuc, posocznica +  +  + +  + + — — +
l e u k .  l i m f .

+ +  +

6. 2 tyg .,  M. Zapalenie płuc, zatrzymanie akcji 
serca, bezmocz, rozmiękanie mózgu

+  +  + +  +  + +  +  + +  +  
w y n a c z y n i e -  

n i e

+  +  
l e u k .  l i m f .  

m a k r o f a g i

+ +  +  +

7. 10 dni, Z. W rodzona wada serca +  +  + +  + +  + +  +  
l e u k .  l i m f .  

m a k r o f a g i

+ +  +  +

8. 4/12, Z. N iew ydolność krążeniowo-odde- 

chowa po zachłyśnięciu
+  +  + + +  + +  + + +

l e u k .
+ +  +

9. 6 tyg ., M. W ada serca + — — +
w y n a c z y n i e -

n i e

— +
l e u k .

— —

10. 10 dni, M. Toksemia, niedrożność jelit po 

zabiegu, zapalenie płuc
+  + + +  + +  + +

le u k .  m a k r o 

f a g i

+  +

11. 4/12, M. Zapalenie ropne mózgu i opon, po
socznica

+  +  + +  + +  + +  +  + + +
le u k .

+  +
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Tabela 2. Dane kliniczne i zmiany anatomopatologiczne w splotach naczyniówkowych od osób dorosłych tooo
o

Zmiany komórek nabłonka Zmiany zrębu

Zwyrodnie
Obrzęk ko

mórek, wod- 

niczki

Ścieńczenie.
Rozpleni
komórek

zrębu

Szkliwienie
homogeni

zacja

Ciała piasz- Zmiany naczyń

Nr przyp. Wiek, płeć, rozpoznanie nie ziarnis- 

to-wodnicz- 

kowe

dezintegrac

ja, ubytki 

komórek

Obrzęk
czakowate

Pseudo-

wapń(Ca)

Nacieki
Włóknienie

pogrubienie

ścian

Zastój Ca

12. Lat 55, M. Ropne zapalenie nerek, Tbc 

płuc
+  + — +  + — - +  +  + +  +  + +

leuk.
makrofagi

+  +  + +  + +

13. Lat 69, M. Zapalenie odoskrzelowe płuc, 

miokardiopatia
— + — — — + + — + +  + +

14. Lat 63, K . Mnogie przerzuty nowotw. +  + — + — — +  + +  + +
limf. leuk.

+  +  + — +

15. L at 71, M. Przewlekłe serce płucne, 
krwawienie z przewodu pokarmowego

+  + + +  +  + — +  + +  — +  +  +  
Ca

+
limf.

-h  + — +  +

16. Lat 74. K. Zawał serca, zapalenie o- 

trzewnej
+  +  + +  + + — + + +  +  

Ca
+

leuk.
+  + — +  +

17. Lat. 75, K . Zawał serca + +  + + +  + — — + — +  + — —

18. Lat 69, K. W ada serca + +  + + + + + + — +  + — +  +

19. Lat 72, M. Zapalenie płuc + +  + +  + +  + — +  +  + +
Ca

— +  + — +  +

20. Lat 68, K .  Cukrzyca, zapalenie płuc, 

w ylew  podpajęczyn.
+ +  + +  + +  — +  + + +

Ca
— +  + — +

21. Lat 69, K . Zator tętn icy płucnej + + +  +  + + — +  + +
Ca

— +  +  + — +  +

22. Lat 69, K . Mocznica + +  + +  + — — + + + +  + — +  +
limf. leuk.

!. 
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Kontrolę swoistości dysocjującego działania użytego buforu stanowiło 
barwienie skrawków niepłukanych i płukanych w PBS przez okres 3 
godzin. Ocenę preparatów przeprowadzano w mikroskopie fluorescen
cyjnym „Ortholux” firmy Leitz.

WYNIKI

Grupa 1. Sploty naczyniówkowe u dzieci

We wszystkich przypadkach stwierdzano wr badaniu morfologicznym 
zwyrodnienie ziarnisto-wodniczkowe cytoplazmy komórek nabłonka 
splotu (rye. 1). Nasilenie zmian w poszczególnych splotach było różne. 
Niekiedy obserwowano znaczne obrzmienie cytoplazmy komórek z prze
mieszczeniem ku obwodowi jąder komórkowych (6 przypadków). W licz
nych przypadkach (9) spotykano również ubytki komórek nabłonka lub 
jego ścieńczenie. W 3 przypadkach stwierdzono wynaczynienia do zrębu 
splotu z rozbiórką makrofagową i w 2 z nich obecność ziaren hemosy- 
deryny. W jednym przypadku występowały makrofagi obładowane he- 
mosyderyną, co przemawiało za przebytym krwotokiem do splotu. Obja
wy zastoju z nadmiernym wypełnieniem naczyń krwionośnych, obecnoś
cią pojedynczych limfocytów lub leukocytów w ich otoczeniu obserwo
wano w 9 przypadkach. W trzech splotach stwierdzono zmiany obrzęko
we, wyrażające się poszerzeniem przestrzeni okołonaczyniowych i roz
luźnieniem zrębu okołonaczyniowego. W 2 przypadkach obecne były 
zmiany w s trukturze naczyń splotu. Błona środkowa w większości na 
czyń była pogrubiała, zwłókniała, a śródbłonek ulegał rozplemowi i zna
cznemu obrzmieniu. Sporadyczлie spotykano pojedyncze złogi pseudo- 
wapnia organizujące się w ciała piaszczakowe,

W badaniach immunomorfologicznych we wszystkich splotach naczy
niówkowych stwierdzono obecność złogów IgG, IgM i włóknika, o zbliżo
nej lokalizacji i podobnej intensywności fluorescencji.

IgG przepajała intensywnie skrawki w całości. W niektórych spośród 
nich obserwowano nieliczne złogi, miejscowo akcentujące powierzchnię 
komórek śródbłonka i występujące w świetle naczyń krwionośnych (ryc.
2). Złogi IgM identyfikowane w komórkach śródbłonka lub na ich po
wierzchni, nie przekraczały granicy wyznaczonej przez błonę sprężystą 
wewnętrzną (ryc. 3). Złogów IgA w  badanych splotach nie stwierdzono- 
Włóknik obecny był wyłącznie w świetle naczyń krwionośnych, w postaci 
drobnoziarnistych lub bryłkowatych złogów (ryc. 4) lub też mas przepa- 
jających zakrzepy. Komponent C’3 dopełniacza, występował w ilościach 
śladowych, jedynie w  2 przypadkach (nr 4 i 6) jego lokalizacja była po
dobna do rozmieszczenia złogów IgM i włóknika (ryc. 5).
N e u r o p a t o l o g i a  P o l s k a  — 8
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Grupa 2. Sploty naczyniówkowe u dorosłych

W każdym z badanych przypadków stwierdzano zmiany w obrazie 
morfologicznym komórek nabłonka. Miały one cechy zwyrodnienia ziar- 
nisto-wodniczkowego, wakuolizacji, ścieńczenia, a przy większym nasi
leniu procesu — dezintegracji komórek, W 4 przypadkach występowało 
rozluźnienie struktury  zrębu z rozsunięciem włókien łącznotkankowych, 
świadczące o obrzęku podścieliska. Wokół niektórych naczyń krwionoś
nych spotykano pojedyncze leukocyty i limfocyty (5 przypadków) oraz 
makrofagi (1 przypadek). W odróżnieniu od splotów dziecięcych sploty
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naczyniówkowe osób dorosłych zawierały liczne ciała piaszczakowate 
(ryc. 6). Występowały w nich również zmiany zwyrodnieniowe ścian na
czyniowych, w postaci zwłóknienia, szkliwienia błony środkowej i przy- 
danki, które często inkrustowane były złogami pseudowapnia. W zrębie 
obserwowano rozplem komórek tkank i łącznej lub zwłóknienie, bądź też 
s truk tu ra  włókien bywała zatarta  w wyniku ich zeszkliwienia.

Obraz immunofluorescencyjny IgG i IgM w splotach osób dorosłych 
w zasadzie nie różnił się od opisanego w splotach u dzieci. Nie stw ier
dzono również złogów IgA. Odrębności w stosunku do materiału dzie
cięcego polegały na intensywnej i bardziej rozległej autofluorescencji 
błon sprężystych ścian naczyniowych oraz włókien sprężystych tkanki 
łącznej zrębu (ryc. 7, 8). Ponadto występowała brązowawo-żółta autoflu- 
oreseencja komórek wyściółki. Fluorescencja włóknika była śladowa. 
Dodatkowym elementem zidentyfikowanym w 2 spośród badanych przy
padków (nr 14, 21) były kuliste twory, wykazujące silną autofluorescen- 
cję, impregnowane IgG, a wT jednym  przypadku (nr 14) również kom
ponentem C’3 dopełniacza. W tym  samym przypadku (nr 14) zlokalizowa
no bryłkowate złogi komponentu C ’3 dopełniacza w ścianach i świetle 
drobnych naczyń krwionośnych splotu.

Płukanie sikrawków grupy 1 i 2 w PBS (jedno- i trzygodzinne) pro
wadziło do niewielkiego spadku intensywności fluorescencji złogów im
munoglobulin, komponentu C’3 dopełniacza i włóknika w zrębie i ścia
nach naczyń. Wypłukiwały się natomiast złogi zlokalizowane w świetle 
naczyń.

We wszystkich 4 przypadkach (nr 4, 6, 14, 20), których 'kriostatowe 
skrawki poddano elucji buforem-glicyna HC1, pH 2,2, po uprzednim 
1 -godzinnym płukaniu w PBS stwierdzono znaczny spadek intensyw-

Ryc. 1. Przypadek nr 1. Zmiany ziarnisto-wodniczkowe w  komórkach nabłonka.
HE Pow. 400 X.

Fig. 1. Case No 1. Granular, vacuolar changes in the epithelial cells. HE. X 400.

Ryc.  2. Przypadek nr 5. Intensyw ne przepojenie IgG ścian naczyń i zrębu. Pow.
400 X.

Fig. 2. Case No 5. Intense imbibition with IgG of vascular w alls and strcma.
X 400.

Ryc.  3. Przypadek nr 4. Złogi IgM na powierzchni śródbłonkowej naczyń. Pow.
400 X.I

Fig. 3. Case No 4. Deposits of IgM on the endothelial surface of blood vessels. X 400.

Ryc.  4. Przypadek nr 10. Drobnoziarnista i bryłkowata fluorescencja złogów w łók
nika na powierzchni śródbłonkowej i ogniskowo w  ścianie naczyń krwionośnych.

Pow. 400 X.
Fig. 4. Case No 10. Fine-grained and corpuscular fluorescence of fibrin deposits 
on the endothelial surface of blood vessels and locally  in vascular walls. X 400.
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ności fluorescencji złogów immunoglobulin i wlóknika. W 3 spośród nich 
(nr 4, 6, 14) nastąpiło całkowite wypłukanie złogów dopełniacza.

OMÓWIENIE

W przedstawionym, nieselekcjonowanym materiale sekcyjnym sploty 
naczyniówkowe wykazywały podobny charakter zmian morfologicz
nych, pomimo różnicy wieku zmarłych i prawdopodobnie działania róż
nych czynników patogenetycznych (różne przyczyny zgonów). Ogólnie 
większe nasilenie zmian stwierdzano w przypadkach, w których dane
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anamnestyczne wskazywały przebycie choroby zakaźnej. Cechą różniącą 
najbardziej obraz morfologiczny obu grup splotów była obecność zmian 
inwolucyjnych komórek nabłonka i zrębu, dominujących w splotach 
osób dorosłych. Charakteryzowały się one wzmożoną wakuolizacją cyto- 
plazmy, spłaszczeniem i ubytkami komórek nabłonka, rozplemem ko
mórek zrębu, zmianami włóknistymi i szklistymi ścian naczyniowych 
oraz tkanki łącznej podścieliska, w której spotykano liczne ogniskowe 
zwapnienia i ciała piaszczakowe- Podobne zmiany opisywali Dunn i Ker- 
nohan (1955), wiążąc je z procesami starzenia tkanki. W ydaje się zatem 
uzasadnione wiązać również z procesami inwolucyjnymi spostrzegany w 
badaniu immunomorfologicznym wzrost autofluorescencji splotów po
chodzących od ludzi dorosłych. Na uwagę zasługuje obecność kulistych 
tworów spostrzeganych w 2. przypadkach ludzi dorosłych, silnie auto- 
fluoryzujących, wyimpregnowanych złogami IgG, a w jednym przypad
ku dodatkowo komponentu C’3 dopełniacza. W ydaje się, że mogły one 
odpowiadać ciałom piaszczakowym lub ogniskowym zwapnieniom zrębu. 
Rzadkie występowanie tego zjawiska w badaniu fluorescencyjnym w sto
sunku do ich częstości w preparatach histologicznych należy zapewne 
tłumaczyć możliwością wypłukania ciał piaszczakowych przy technicz
nym  opracowywaniu materiału.

Zespół zmian morfologicznych, obserwowanych w badanych splotach 
naczyniówkowych zarówno w grupie dziecięcej jak i u ludzi dorosłych 
należy zapewne traktować jako wyraz nieswoistej odpowiedzi tkaneK 
splotu na różnego rodzaju czynniki patogenne. Za taką interpretacją 
przemawiać mogą wyniki badań doświadczalnych Ma i wsp. (1931), któ-

Ryc.  5. Przypadek nr 6. Delikatne złogi komponentu C’3 dopełniacza na powierzch
ni śródbłonkowej i w  ścianie naczynia. Pow. 400 X.

Fig. Ś. Case No 6. Fine deposits of component C’3 of complement on the endothelial 
surface and in the vascular wall. X 400.

Rye.  6. Splot naczyniówkowy osoby dorosłej. Przypadek nr 16. Zwłóknienie zrębu
i naczynia krwionośnego. Liczne ciała piaszczakowate. HE. Pow. 200 X.

Fig. 6. Choroid plexus of adult person. Case No 16. Fibrosis o f stroma and of blood 
vessel. Numerous psam momatous bodies. HE. X 200.

Rye. 7. Splot dziecięcy. Przypadek nr 6. N iew ielka alitofluorescencja tkanki.
Pow. 400 X.

Fig. 7. Choroid plexus of child. Case No 6. S light autofluorescence of tissue. X 400.

Rye. 8. S ilna autofluorescencja ścian naczyń i zrębu' splotu osoby dorosłej. Przy
padek nr 20. Pow. 400 X.

Fig. 8. Strong autofluorescence of the blood vessel walls and of choroid plexus
stroma in adult person. Case No 20. X 400.
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rzy podając dokomorowo błękit trypanu, powietrze oraz płukane erytro
cyty uzyskali obrazy morfologiczne podobne do stwierdzanych w naszym, 
materiale.

Netsky i Shuangshoti (1970) uważają zmiany zwyrodnieniowe komó
rek nabłonka splotów za wyraz fizjologicznego, ciągłego procesu dezin
tegracji części komórek na drodze wydzielania holokrynowego. Być może 
tym  należy tłumaczyć rozpowszechnione w obu grupach wieku zmiany 
ziarnisto-wodniczkowe, wakuolizację komórek nabłonka i ich ubytki.

Splot naczyniówkowy ze względu na funkcję filtracyjną i udział w 
produkcji płynu mózgowo-rdzeniowego, narażony jest na szkodliwe dzia
łanie substancji krążących w krwioobiegu. Jego ,,locus minoris resisten- 
t iae” stanowią włośniczki, których budowa ułatwia penetrację różnych 
substancji do tkanki splotu. Są 'to kapilary o dużym przekroju i ścianie 
żbudowanej z cienkiej błony podstawnej, zasłaniającej pory 30 — 50 nm, 
między rzadko rozmieszczonymi komórkami śródbłonka (Maxwell, Pease 
1956, Netsky, Shuangshoti 1970). Ten typ naczyń występuje w takich 
strukturach, w których zachodzi intensywny transport płynów, między 
innymi w kanalikach proksymalnych nerki, w kosmkach jelita, ciałku 
rzęskowym oka (Dohrmann 1970). Łatwo i szybko przechodzą przez nie 
substancje wielkocząsteczkowe, takie jak mio<globina i peroksydaza 
chrzanowa (Becker i wsp. 1967). Davis i Milhorat (1975) stwierdzili jed
nak, że podany do krążenia ogólnego cytochrom с (związek o mniejszej 
cząsteczce niż wymienione wyżej białka) w czasie 2 minut przedostaje 
się do zrębu splotu naczyniówkowego nie przechodząc jednak do płynu 
mózgowo-rdzeniowego ani do części szczytowej komórek nabłonkowych, 
które są uważane za substrat anatomiczny mechanizmów barierowych 
splotu. Degradują one substancje w procesie heterolizy lub czynnie wy
dzielają do płynu mózgowo-rdzeniowego jak np. IgG w splocie kurczaka 
w procesie absorbcji (Klatzo i wsp. 1965). Wydaje się, że potwierdzeniem 
tych zjawisk w badanym materiale może być przepojenie wszystkich 
splotów IgG, podczas gdy przepojeń IgM, które są cząsteczkami więk
szymi nie spostrzegano.

S truk tu ra  włośniczek i funkcja splotu sprzyjają odkładaniu się krążą
cych kompleksów antygen-przeciwciała, co udowodniono w przypadku 
tocznia rumieniowatego trzewnego —• SLE (Atkins i wsp. 1972, Oldstone, 
Lam pert 1973; Lampert, Oldstone 1973, 1974; Sher, Pertschuk 1974), jak 
również w zwierzęcym modelu SLE myszy NZB X W /Fb u których po
jawiają się spontanicznie przeciwciała anty-DNA (Oldstone, Lampert 
1973; Lampert, Oldstone 1973, 1974). Złogi IgG i komponentu C’3 dopeł
niacza stwierdzono zarówno w nerkach jak  i splocie naczyniówkowym w 
ostrej chorobie posurowiczej (Koss i wsp. 1973). Podobne obrazy osadzo
nych kompleksów w splocie obserwowano w zakażeniu wirusem limfocy-
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tarnego zapalenia opon mózgowo-rdzeniowych (Oldstone, Lampert 1973; 
Lampert, Oldstone 1974) oraz w antyimmunizacyjnym zapaleniu nerek 
w zespole Goodpasteura (McIntosh i wsp. 1975).

Kompleksy immunologiczne, aktywując dopełniacz powodują uwalnia
nie z komórek tucznych i płytek krwi substancji farmakologicznie czyn
nych, które prowadzą do wzrostu przepuszczalności śródbłonka naczyń 
krwionośnych (Dixon 1963). Petz i wsp. (1971), Atkins i wsp. (1972) oraz 
Feely (1976) sugerują, że mechanizm ten jest odpowiedzialny za zmiany 
w składzie płynu mózgowo-rdzeniowego i występowanie zespołów neuro
logicznych i psychiatrycznych w przebiegu SLE.

W badanym materiale zjawisko to mogło dotyczyć trzech przypadków 
(nr 4, 6, 14) w których stwierdzono złogi IgG, IgM i C’3 dopełniacza, 
występujące najprawdopodobniej w postaci kompleksów immunologicz
nych, czego pośrednim dowodem są wyniki elucji przy użyciu buforu 
glicyna — HCl- Brak pełnych danych anamnestycznych i dodatkowych 
badań immunologicznych nie pozwala na ściślejsze wypowiedzenie się 
co do etiologii tych złogów, stwierdzonych w przebiegu choroby nowo
tworowej u 63-letniej kobiety, u 4-miesięcznego dziecka z zachłystowym 
zapaleniem płuc i u 2-tygodniowego noworodka z zapaleniem płuc i móz
gowymi oraz nerkowymi powikłaniami po zatrzymaniu akcji serca. 
Obserwacje nasze różnią się od spostrzeżeń Atkinsa i wsp. (1972) i Sher 
i Pertschuka (1974), którzy złogi IgG stwierdzali wyłącznie w przypad
kach SLE, nigdy w materiale kontrolnym. W przedstawionym materiale 
własnym intensywne przepojenie IgG, trwale związane z tkanką, nie ule
gające wypłukaniu po jednogodzinnym działaniu PBS, obserwowano we 
wszystkich przypadkach. Rozbieżności te można tłumaczyć odmiennym 
doborem materiału.

Spostrzegana lokalizacja złogów immunoglobulin i dopełniacza w ba
danej serii nieselekcjonowanych przypadków, stanowiąca w założeniu 
grupę kontrolną, sugeruje udział procesów' immunopatologicznych w indu
kowaniu zmian w tkance splotów naczyniówkowych. Przeprowadzenie 
dalszych badań wydaje się konieczne w celu porównania spektrum spo
strzeganych zmian, ze zmianami w przypadkach z udowodnioną obec
nością krążących kompleksów antygen-przeciwciało.

С. Краевски, Т. Михаляк
ИММУНОМОРФОЛОГИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ СОСУДИСТЫХ  

СПЛЕТЕНИЙ У ЛЮДЕЙ
Р е з ю м е

Проведены иммуноморфологические исследования сосудистых сплетений 
боковых желудочков мозга с целью установления частоты появления отлож е
ний IgA, IgG, IgM, фибрина и комплемента. Источником материала служили  
неподобранные случаи взрослых людей (И) и детей (11).
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В обеих группах установлено зернисто-гидропическое вырождение и набу
хание цитоплазмы клеток, утончение и потери эпителиальных клеток. В спле
тениях у взрослых людей преобладали, кроме того, дегенеративные изменения  
стенок сосудов, разрастание и гиалинизация соединительной ткани стромы, 
увеличенное количество песчаноподобных тел и псевдокальциевых отложений.

Иммунофлуоресцентные исследования выявили во всех случаях наличие 
отложений IgG, IgM, а в трех случаях компонента С’З комплемента. В строме 
сплетений, происходящих от взрослых людей, показана усиленная автоф луо
ресценция, которую можно связывать с установленными процессами старения.

Повсеместное появление отложений IgG и, преж де всего, компонента С’З  
комплемента свидетельствует об отложении в ткани сосудистого сплетения  
иммунологических комплексов и о значительном участии иммунопатологических  
процессов в различных заболеваниях.

S. Krajewski, Т. Michalak  

IMMUN ОМ ORPHOLOGI CAL. STUDIES ON CHOROID PLEX US IN HUMANS

S u m m a r y

Immunomorphological studies were performed on choroid plexus of brain lateral 
ventricles in purpose to establish the incidence of deposits of IgA, IgG, IgM, fibrin  
and complement. Investigated material w as obtained from nonselected cases of 
adult humans (11 cases) and children (11). In both groups of cases there was found  
granular, vacuolar degeneration and sw elling  of cytoplasm, thinning and 
loss of epithelial cells. Choroid plexuses taken from  adults besides above chan
ges exhibited degenerative alterations of blood vessel walls, prolifération and hyali- 
nization of parenchymal connective tissue, increased number of psammomatous 
bodies and deposits of pseudocalcium. Immunofluorescence study demonstrated in 
all the cases the deposits of IgG and IgM. in 3 of them  also C’3 component of the  
complement. Stroma of p lexuses obtained from adults m anifested increased auto
fluorescence, which may be connected with established ageing process.

Common incidence of IgG deposits, in particular of component C’3 of com ple
ment reflects the deposition of im munological com plexes in choroid plexus tissue  
and the contribution of immunopathological processes in various diseases.
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INTRAMEDULLÄRE KARZINOMMETASTASE BEI EINER 
PATIENTIN MIT SYRINGOMYELIE

Neurologische Klinik der Pommersehen Medizinischen Akademie in Szczecin  
Leiter der Klinik: Prof. Dr M. Jarema

Nur selten wurden bis jetzt intram edulläre metastatische Tumoren 
beschrieben. Die Literaturangaben bis zum Jahre  1972 überschreiten 
nicht die Zahl von 70 f'ällen (Edelson u. Mitarb. 1972). Im Allgemeinen 
nimmt man jedoch an (Benson 1960, Weitzner 1969, Kawakami u. Mair
1973), dass die intramedullären Metastasen gar nicht so selten seien, sie 
können jedoch der Aufmerksamkeit entgehen, da die Sektion des Rü
ckenmarks oft nicht ausgeführt wird. In den grösseren Statistiken der 
letzten Jahre  bilden diese Tumoren nu r  1,6 bis 3,4% aller Metastasen 
in’s Rückenmark. Meistenfalls sind es metastatische Tumoren des 
Lungenkarzinoms, in weiterer Reihenfolge dann des Mamma- Colon- 
und Nierenkarzinoms (Barron u. Mitarb. 1959, Edelson u. Mitarb. 1972).

Das Interesse der Forscher erweckt der Weg, den die Karzinomzellen 
aus den entfernten Organen in’s Nervengewebe des Rückenmarks züruck- 
legen. Man verm utet hier meistens 4 bis 5 verschiedene: 1) die Arterien,
2) die vertebralen Venen, 3) das Lymphysystem, 4) den Liquor cerebro
spinalis (LCS) and 5) die direkte Infiltration der Meningen. Jede zitierte 
Möglichkeit ist im morphologischen Bilde schwer zu beweisen und be
sondere Skepsis erweckt die Verbreitung durch den LCS, da nur wenige 
der primären Hirntumoren sich auf diesem Wege weiterpflanzen (Green
berg u. Mitarb. 1965, Hofheinz 1931). Aus diesem Grunde, so glauben wir 
annenhmen zu dürfen, ist der von uns gesehene Fall beachtüngswert.

FALLBERICHT

Die 54 Jahre  alte Patientin  F. J. litt seit 20 Jahren  an sich oft w ieder
holenden, schmerzosen und nicht heilenden F’ingerverletzungen der 
rechten Hand, was mit Eitern und Abstossen von Knochensequestern 
verbunden war. 1970 wurde sie in die Neurologischen Klinik stationär 
aufgenommen, wo auf Grund partieller Empfindungslähmung von C3 
bis Th5, einer Muskelatrophie der rechten Extrem ität und Abschwächung
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der Tiefenreflexe eine Syringomyelie diagnostiziert wurde. Wegen einer 
nicht heilenden eitrigen Fistel am Handgelenk wurde der Patientin  
der rechte Unterarm  amputiert. Drei Jahre  später hospitalisierte m an sie 
wiederum mit den Symptomen eines Hirntumors. Die Röntgenaufnahmen 
des Thorax zeigten rechtsseitig einen Lungentumor, wahrscheinlich ein 
bronchogenes Karzinom- Die Angiographie der Hirngefässe sprach für 
einen verdrängenden Prozess in der rechten fronto-parieto-temporalen 
Region. Einige Tage nach der Einweisung in die Klinik verstarb die P a
tientin.

Die Diagnose des bronchogenen Lungenkarzinoms wurde durch die 
Obduktion bestätigt. Bei der Zerlegung des Gehrins stelle m an einen 
grossen, von der Umgebung scharf abgegrenzten Tumor körniger und 
zerfallender Konsistenz fest. Das neoplasmatische Infiltrat umfasste das 
Centrum semiovale der rechten Hirnhemisphäre sowie das Corpus cal
losum und erreichte das Lumen des Seitenventrikels (Abb. 1). Ein zwei
ter ähnlicher aber kleinerer Tumor befand sich im rechten Frontalpol. 
Die Sektion des Rückenmarks erwies längs des Hals- und Thorakalab
schnittes eine makroskopisch sichtbare und mit dem Subarachnoideal- 
raum  kommunizierende Höhle deren Begrenzung etwas verfärbt war. 
Sie erstreckte sich über die Region des Zentralkanals, meistens ein we
nig seitlich von der Mittellinie, bis zu den Hintersträngen.

Mikroskopisch waren die Hirntumoren aus Epithelialzellen, welche 
für den Spindelzellenkrebs charakteristisch sind, gebaut (Abb. 2). Die 
morphologischen Bilder waren mit denen des Lungentumors identisch.

Die Höhle im Hals- und Thorakalmark zeigte histologisch einen fi- 
brogliösen Aufbau der Wände (Abb. 3)- Hier fand man auf verschiedenen 
Schnitthöhen im schwammartigen Gliagewebe oberflächliche Zellinfil
tra te  (Abb. 4), welche aus den mit den Lunges- und Hirntum oren iden
tischen Spindelkrebszellen gebildet wurden (Abb. 5). Diese Infiltrate 
tapezierten das Lumen der Höhle aus, oder sie gruppieren sich auch um 
Blutgefässe. In allen untersuchten Schnitthöhen des Rückenmarks waren 
diese neoplasmatischen Zellen auf die Höhlenwände begrenzt; sie infil
trierten  nirgends das Nervengewebe sowie auch die Meningen nicht. 
Frei von den Infiltraten waren auch die tiefer gelegenen Gefässe.

DISKUSION

Die neuropathologische Untersuchung des besprochenen Falles sugge
riert intramedulläre neoplasmatische Metastasen, welche über den 
Liquor cerebro-spinalis stattgefunden haben. Die Möglichkeit dieses 
Weges entstand einerseits durch den Zerfall des mit dem Ventrikel 
kommunizierenden Hirntum ors und anderseits durch die Verbindung 
der syringomyelischen Höhle mit dem Spatium  subarachnoideale.
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Abb. 1. Karzinommetastase in der rechten Hirnhemisphäre. Der Tumor wächst
in’s Ventrlkelsystem  ein.

Ryc.  1. Przerzut raka w  prawej półkuli mózgu. Guz wrasta do komory bocznej.

Abb.  2. Histologisches Bild des Tumors von der Abb. 1. H-E. X 400.
Ryc. 2. Obraz histologiczny guza z ryc. 1. H-E. Pow. 400 X.

Abb. 3. Querschnitt des subbuibären Rückenmarks, wo die syringom yelische
Höhle mit dem subaracbnoidealen Raum kommuniziert. Heidenhain. X 6.

Ryc. 3. Poprzeczny przekrój rdzenia kręgowego w  odcinku podopuszkowym,
w  okolicy połączenia światła jam y syringomielicznej z przestrzenią podpajęczy-  

nówkową. Heidenhain. Pow. 6 X.

Abb. 4. A usschnitt der syringom yelischen Höhle. Auf ihren Wänden sind kleine  
Zellinfiltrate sichtbar. Heidenhain. X 100.

Ryc. 4. Fragm ent jam y syringomielicznej. Na powierzchni jej ścian w idoczne są
drobne nacieki komórkowe. Heidenhain. Pow. 100 X.

http://rcin.org.pl



294 J. Kulczycki, M. Szubińska-Marlicz N r 2

АЪЪ. 5. Neoplasm atische Infiltrate in der Wand der intramedullaren Höhle. H-E.
X 400.

Ryc.  5. Nacieki nowotworowe w  ścianie jamy śródrdzeniowej. H-E. Pow. 400 X.

Die Entstehung der bronchogenen Hirnmetastasen auf dem Blutwege 
lässt in unserem Falle keinen Zweifel aufkommen. Die oberflächliche 
Verteilung der neoplasmatischen Herde in der syringomyelischen Höhle 
bei fehlenden Tiefeninfiitraten spricht fü r  den Liquorweg. Die weite 
Verbreitung in den Höhlenwänden lässt in Anbetracht des Fehlens der 
Infiltrate  auf der Oberfläche der Rückenmarks die Vermutung aufkom
men, dass der nicht ideal glatte Bau der gliösen Höhlenwand sozusagen 
einen Locus minoris resistentiae, einen anfälligeren Boden für die Im
plantation der neoplasmatischen Zellen darstellt.

Organische Läsionen des Rückenmarks können, wie es uns scheint 
die Entstehung und Entwicklung neoplasmatischen Metastasen begün
stigen, trotzdem eine Koinzidenz beider Prozesse selten gesichert wird.

J. Kulczycki, M. Szubińska-M arlicz  

Sr Od r d z e n i o w y  PRZERZUT RAKA U CHOREJ Z JAMISTOSCIĄ RDZENIA

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

Chora 54-letnia, cierpiąca od 20 lat na jam istość rdzenia, zmarła z powodu  
guza mózgu. Sekcyjnie stwierdzono raka płuc z przerzutami do prawej półkuli 
mózgu z częściowym  zajęciem układu komorowego. W ścianach jam y syringomie- 
licznej, która miała połączenie z przestrzenią podpajęczynówkową, znaleziono drob
ne nacieki komórek raka. Obrazy morfologiczne przemawiają za rozsiewem no
wotworu na drodze płynu mózgowo-rdzeniowego, a ściany jam y w  rdzeniu w y 
dają się być podatnym podłożem dla implantacji przerzutów.
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Я. Кульчыцки, M. Ш убиньска-Марлич  

СПИННОМОЗГОВОЙ МЕТАСТАЗ Р А К А  У БОЛЬНОЙ СИРИНГОМИЕЛИЕЙ

Р е з ю м е

54-летняя больная, в течение 20 лет страдающая сирингомиелией, умерла  
вследствие опухоли мозга. Секция установила рак легких с метастазами в 
правом мозговом полушарии с частичным захватом полостной системы. В стен
ках сирингомиелиновой полости, которая была связана с подпаутинным прост
ранством, найдены мелкие инфильтраты раковых клеток. М орфологические  
картины свидетельствуют в пользу распространения опухоли путем спинномоз
говой жидкости, а стены полости в спинном мозге по-видимому являются  
восприимчивым субстратом для имплантации метастаз.
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KOMUNIKAT

W dniach 6—8 kwietnia 1978 roku odbędzie się w Poznaniu IV Kon
ferencja Neuropatologiczna. Tematem Konferencji będzie:

1) Niedokrwienie ośrodkowego układu nerwowego;
2) Molekularne i u ltrastruk turalne  aspekty chorób układu nerwo

wego;
3) Tematy wolne.
Termin zgłaszania uczestnictwa upływa dnia 31 sierpnia 1977 r. 
Termin nadsyłania streszczeń referatów — 31 grudnia 1977 r.
Adres Komitetu Organizacyjnego Konferencji: Klinika Neurologiczna 

A.M., ul. Przybyszewskiego 49, 60-355 Poznań.

KOMUNIKAT

W dniach 24 — 29 września 1978 r. odbędzie się w Waszyngtonie 
VIII Międzynarodowy Kongres Neuropatologów.

Zgłoszenie uczestnictwa w Kongresie należy przesyłać na adres Ko
m itetu Organizacyjnego Kongresu: Henry de Forest Webster, M.D. Buil
ding 36, Room 4D-04. National Institutes of Health. Bethesda, Maryland 
20014. U.S.A.
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PIOTR RUSZCZEWSKI

NEURORECULACJA MÓZGOWEGO PRZEPŁYWU KRWI 
A WPŁYW NIEKTÓRYCH SUBSTANCJI BIOLOGICZNIE CZYNNYCH

Pracownia Krążenia Centrum M edycyny Doświadczalnej i Klinicznej 
Polskiej A kadem ii Nauk  

Kierownik Pracowni: prof, dr med. Z. Sem erau-Siem ianowski

Od dawna wiadomo, że naczynia krwionośne zaopatrujące mózg są 
unerwione przez, włókna czuciowe i autonomiczne (Iwayama i wsp., 
1970; Meyer i Welch, 1972; Ponte i Purves, 1974; Purves, 1972; Rosen
dorff, 1974). Tętnice opon miękkich, tętnice koła Willisa i tętnice we- 
wnątrzmózgowe posiadają zarówno unerwienie cholinergiczne, jak i ad- 
renergiczne. Część włókien współczulnych unerwiających naczynia mó
zgowe pochodzi ze zwojów szyjnych — są to włókna unerwiające tętnice 
podstawy mózgu i tętnice opon miękkich- Włókna adrenergiczne zaopat
rujące wewnętrzne tętniczki mózgowe nie mają zw7iązku z zewnątrzmóz- 
gowym układem współczulnym i najprawdopodobniej rozpoczynają się 
w pniu mózgu. Włókna cholinergiczne dochodzą do naczyń mózgowych 
od nerwu VII z nerwem skalistym większym (ryc. 1).

Oddziaływanie układu autonomicznego na mózgowy przepływ krwi  

Funkcjonalne znaczenie układu autonomicznego dla regulacji mózgowego 
przepływu krwi (CBF) jest szeroko dyskutowane, jednak niektóre dane 
wydają się niepodważalne. Wiadomo np., że stymulacja układu choliner- 
gicznego powoduje rozszerzenie, a stymulacja zewnątrzmózgowego ukła
du adrenergicznego — zwężenie tętnic opon miękkich (Forbes i Wolff, 
1928). Ponte i Purves (1974) ustalili, że stymulacja chemoreceptorów 
obwodowych krwią żylną powoduje wzrost regionalnego CBF, a barore- 
ceptory zatoki szyjnej biorą udział w utrzymaniu CBF na stałym po
ziomie. Wykazali oni, że odnerwienie chemo- i baroreceptorów znosi 
reakcję CBF na hipoksję i na zmiany obwodowego ciśnienia krwi oraz 
znacznie ogranicza wpływ hiperkapnii na CBF. Wymienieni autorzy uwa
żają, że kontrola odruchowa odgrywa dominującą rolę w reakcji naczyń 
mózgowych na hipoksję i wraz z innymi czynnikami bezpośrednio wpły
wającymi na mózgowe łożysko naczyniowe (paC 0 2, pH, wpływy meta-
N e u r o p a t o l o g i a  P o l s k a  — 9

http://rcin.org.pl



298 P. Ruszczewski Nr 2

boliczne i ciśnienie perfuzyjne) może odgrywać rolę w określaniu roz
miaru reakcji naczyniowej na zmiany ciśnienia parcjalnego dwutlenku 
węgla we krwi tętniczej i układowego ciśnienia krwi. Podobne wyniki 
osiągnęli James i McDonell (1975). Wykazali oni wzrost CBF u psa po

t.w. m.

a.c.a
p.m

’ in.c.a

I.C

p.w.p.c.a

b.a

c.c.

w . aa.

 nerw zatokowy (n.z.)
— — uktad wspótczulny 
 uktad przywspólczulny
  hipotetyczny wewnętrzny uktad adrenergiczny

Rye. 1. Schemat prawdopodobnego unerwienia autonomicznego naczyń tętniczych  
mózgu: t.wjm. — tętnice w ewnętrzne mózgu, p.m. — pień mózgu, a.c.a. — tętnica  
przednia mózgu, m.c.a. — tętnica środkowa mózgu, p.c.a, — tętnica tylna mózgu, 
i.e. — tętnica szyjna wewnętrzna, c.c. — tętnica szyjna wspólna, b.a. — tętnica  

podstawna, w .a a .  — tętnice kręgowe, p.w. — pień współczulny.

stymulacji izolowanych krążeniowo zatok szyjnych krwią hiperkapniczną 
pochodzącą z drugiego psa. W świetle powyższych badań wydaje się, że 
chemo- i baroreceptory obwodowe uczestniczą w regulacji CBF. Ostatnio 
Heistad i wsp. (1976) opublikowali dane, k tóre  przemawiają za brakiem 
wpływu chemoreceptorów obwodowych na CBF. Rozbieżności te mogą 
wynikać z innych metod oznaczania CBF, użycia różnych gatunków 
zwierząt i innych rodzajów narkozy.

http://rcin.org.pl



Nr 2 Regulacja mózgowego przepływu krwi 299

Rola unerwienia sympatycznego jest w różnym stopniu uznawana przez 
poszczególnych badaczy. James i wsp. (1969), Harper i wsp. (1972), 
d ’Alecy i Feigl (1972), Kobayashi i wsp. (1971) oraz Meyer i Welch (1972) 
stwierdzili istnienie reakcji skurczowej naczyń mózgowych po stymulacji 
układu współczulnego. Natomiast Traystm an i Rapela (1975), Alm i Bill 
(1973) oraz Meyer i Klassen (1975) wykazali, że CBF nie zmienia się pod 
wpływem stymulacji układu współczulnego. Różnice poglądów można 
częściowo wytłumaczyć odmiennymi metodami oceny CBF lub różnica
mi gatunkowymi zwierząt używanych do badań. Dla oceny szybkich, 
stosunkowo nieznacznych i czasami tylko regionalnych zmian CBF mogą 
być używane tylko niektóre metody. Interpretację wyników dodatkowo 
komplikuje istnienie licznych połączeń pomiędzy naczyniami zewnątrz- 
i wewnątrzmózgowymi. Naczynia te mogą całkowicie odmiennie reagować 
na wpływy neurogenne.

Wielu autorów zajmowało się określeniem roli jaką odgrywają w re
gulacji CBF receptory cholinergiczne oraz receptory adrenergiczne alfa 
i beta. Kuschinsky i wsp. (1974) oraz Wahl i wsp. (1974) na podstawie 
pomiarów średnicy tętnic opon miękkich ustalili, że stymulacja recepto
rów cholinergicznych za pomocą kar^bacholu powoduje rozkurcz naczyń, 
natomiast podawanie izoprenaliny powoduje w zależności od dawki roz
szerzenie lub zwężenie, przy czym są to reakcje bardzo niewielkie w po
równaniu z reakcją na katfbachol i wskazują na wię<ksze znaczenie funk
cjonalne układu cholinergicznego, niż beta-adrenergicznego. Herz 
i wsp- (1975) natomiast wykazali, że w warunkach prawidłowego wysy- 
cenia tlenem ikrwi tętniczej występuje skurcz tętnic opon miękkich pod 
wpływem izoprenaliny, natomiast w hipoksji podawanie izoprenaliny 
powoduje zwiększenie ich rozkurczu, co świadczy o zmieniającej się 
reaktywności naczyń opon miękkich w odpowiedzi na stymulację re
ceptorów beta. Przyczyną tego zjawiska mogą być według powyższych 
autorów zmiany funkcji enzymów w następstwie hipoksji. Aubineau 
i wsp. (1973) ustalili, że izoprenalina powoduje znaczne zwiększenie 
przepływu krwi w obrębie jądra ogoniastego, bez istotnych zmian w 
przepływie przez ciało kolankowate boczne. Przedstawione dane obrazują 
różnorodność reakcji CBF na stymulację receptorów beta-adrenergicz- 
nych. Wydaje się, że stymulacja tych receptorów powoduje głównie 
zmiany regionalnego CBF polegające na wewnątrzmózgowym prze
mieszczaniu się krwi zależnie od aktualnego stanu fizjologicznego lub 
patologicznego.

Przedmiotem licznych badań był wpływ blokady alfa-adrenergicznej 
na CBF. Według Frasera i wsp. (1972) oraz Corbetta i wsp. (1972) poda
wanie alfa-blokerów zmniejsza skurcz naczyń w hipokapnii lub prowa
dzi nawet do reakcji odwrotnej, natomiast według Hoffa i wsp. (1972)
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w  hipokapnii blokada alfa nie wywiera żadnego wpływu na reakcje na
czyniowe. Fitch i wsp. (1975) w przekonywujący sposób wykazali rozsze
rzenie dolnego zakresu autoregulacji pod wpływem blokady alfa, a z ba
dań Skinhoja (1972) wynika, że zarówno stymulacja jak i blokada układu 
sympatycznego nie upośledza autoregulacji CBF. Wyniki badań Wahla 
i wsp. (1972, 1974), Kuschinsky’ego i wsp. (1974) oraz Kuschinsky’ego 
i Wahla (1975) wskazują na znaczenie funkcjonalne układu choliner- 
gicznego i sympatycznego dla regulacji średnicy tętnic opon miękkich 
i brak znaczenia funkcjonalnego dla tych tętnic układu beta-adrenergicz- 
nego. Według Meyera (1975) blokada alfa-adrenergiczna zwiększa CBF 
i zmniejsza mózgowy opór naczyniowy (CVR), podczas gdy blokada beta- 
adrenergiczna zmniejsza CBF i zwiększa CVR-

Omawiając wpływ stymulacji układu autonomicznego na CBF nie 
można pominąć wyników Ingvara i Söderberga (1958), potwierdzonych 
przez Meyera i wsp. (1969). Wymienieni autorzy uzyskali zwiększenie 
całkowitego CBF za pomocą stymulacji elektrycznej tworu siatkowatego 
pnia mózgu i ustalili, że nie ma ono związku z czynnością zewnątrzmóz- 
gowego układu autonomicznego. Z kolei Shalit i wsp. (1967) wykazali, 
że uszkodzenia górnej części rdzenia przedłużonego, mostu i śródmózgo- 
wia znoszą reakcję CBF na C 0 2.

Oddziaływanie substancji naczynioaktywnych na CBF

Wiele kontrowersji budzą wyniki badań nad wpływem na krążenie 
mózgowe substancji naczynioaktywnych, będących przekaźnikami synap
tycznymi, a więc noradrenaliny (NA), adrenaliny i(A) i dopaminy (DA). 
Zostało to uwidocznione w pracach poglądowych Lavyne i wsp. (1975) 
oraz Rosendorffa (1974). Z danych przytoczonych przez wymienionych 
autorów wynika (tab. 1), że dożylne, dotętnicze, czy miejscowe, we- 
wnątrzmózgowe podawanie neurotransmiterów wywołuje zwężenie lub 
rozszerzenie naczyń mózgowych, bądź też pozostaje bez wpływu na ło
żysko naczyniowe mózgu. Wydaje się jednak, że sprzeczne wyniki mo
żna tłumaczyć częściowo różnicami dawek badanych substancji stosowa
nych przez poszczególnych autorów. Ekstrom-Jödal i wsp. (1975) oraz 
Rosendorff (1972) stwierdzili, że małe dawki NA zwiększają CBF, nato
miast większe — zmniejszają go i to zarówno przy podawaniu dotętni- 
czym, jak i miejscowym w okolicy podwzgórza. Charakterystycznym 
jest, że wpływ naczyniorozszerzający można było znieść przez podanie 
blokerów beta, a wpływ naczyniozwężający przez podanie blokerów 
alfa. Podobne dwukierunkowe działanie ustalił dla dopaminy von Essen
(1973) — podawana w małych dawkach zmniejszała CBF, a w umiarko
wanie większych — zwiększała. Pierwsza reakcja była znoszona przez
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alfa-blokery, a druga przez blokery swoiste dla receptorów dopaminer- 
gicznych. Ponieważ podanie beta-blokerów nie wywiera wpływu na roz
szerzenie naczyń (Ekstrom-Jödal i wsp-, 1975) zależne od dopaminy, 
świadczy to o obecności receptorów dopaminergicznych w łożysku na
czyniowym mózgu. Dodatkową niejasnością w działaniu substancji na- 
czynioaktywnych na krążenie mózgowe jest istnienie bariery krew-mózg, 
która uniemożliwia przechodzenie katecholamin przez ścianę naczynio
wą. W ścianach naczyń włosowatych mózgu stwierdzono obecność mo- 
noaminoołksydazy (МАО) i dekarboksylazy dwuhydroksyfenyloalaniny 
(Bertler i wsp., 1966). Podobne wyniki uzyskane przez różnych autorów 
przy dotętniczym i miejscowym stosowaniu noradrenaliny w rejonie pod
wzgórza świadczą o swoistym działaniu amin katecholowych na recepto
ry  naczyniowe (Ekstrom-Jödal i wsp., 1975; Rosendorff, 1972). Nie bez

Tabela 1. W pływ egzogennych katecholamin (adrenaliny, noradrenaliny i dopam i
ny) na CBF. Modyfikacja w edług L avyne i wsp. (1975).

Autor Gatunek Droga podania i dawka* Metoda Wynikipomiaru

Häggendal Pies i.v.NA 0,2—3,0 CBF CBF 1 o 40%
1967 Kr85
Essen 1972 Pies i.v.NA 0,03—7,5 CBF CBF 1 maks. przy 2,0

CBF 1 o 21% przy dużych 
dawkach

i.v.DA. 0,05—57,5 X e 133

Ekstrom — Pies i.v.NA 0,03—7,5 CBF CBF 1 przy dużych daw
Jodal 1973

i.v.DA 0,05—57,4
Kr85 kach, 1 przy małych. 

CBF 1 przy małych i f 
przy większych dawkach

King 1952 Człowiek i.v.NA ок. 0,1—0,3 CBF N20 CBF j
Lluch 1973 Koza i.a.NA. do 5fig na daw HBF CBF }

kę P.E.
Rosendorff Królik i.h. NA od 1 do 200//g rCBF rCBF 1 przy dawkach od
1971, 1973 na dawkę Xe133 10 do 200fig, 1 przy 1/ig
Meyer 1964 Małpa i.v.NA ок. 0,1—2,0 

i A ok. 0,5—5,0
ICBF
P.E.

ICBF t

Olesen 1972 Człowiek i.v.NA ок. 0,03—0,5 
i A ok. 0,08—0,14

rCBF
X e’33

rCBF b.z.

Green 1956 Pies i.a.NA i A do 10/ig 
na dawkę

ICBF ICBF b.z.

Greenfield 1968 Człowiek i.a.NA ok. 0,04 i 0,11 ICBF ICBF b.z.
P.E.

Modrzejewski Pies i.a.NA 2^g/kg CBF CBF 1 o 20%
1971 i.a. A 2//g/kg FHTch CBF \  o 21%

Objaśnienie: * — dawki podano w  ^g/kg/min; i.v. — dożylna; i.a. — dotętnicza;
i.h. — do podwzgórza; NA — noradrenalina; A — adrenalina; DA — dopamina; 
HBF — przepływ przez półkulę; rCBF — CBF regionalny; P.E. — przepływ o
mierz elektromagnetyczny; ICBF — przepływ w  tętnicy szyjnej w ewnętrznej; 
FHTch — fotohemotacihometr.
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znaczenia może być fakt, że część brzuszna wyniosłości środkowej pod
wzgórza jest jednym z obszarów wyłączonych z działania bariery krew- 
-mózg.

W badaniach nad działaniem serotoniny (5-HT) na CBF uzyskano rów
nież rozbieżne wyniki. Fenske i wsp. (1974) nie stwierdzili znamiennych 
zmian CBF po dokomorowym podawaniu kotom 5-HT. Rosendorff (1972) 
przy miejscowym podawaniu 5-HT królikom stwierdził zwiększenie prze
pływu przez podwzgórze do 169% wartości kontrolnych, podczas gdy inni 
badacze obserwowali zmniejszenie CBF u kotów i małp, a zwiększenie 
u psów (cyt. wg. Rosendorffa, 1972). Essen (1973) oraz Ekstrom-Jodal 
i wsp- (1975) podają, że dożylna infuzja 5-HT powoduje u psów postę
pujące zwężenie naczyń mózgowych aż do osiągnięcia poziomu względ
nie stałego plateau. Mechanizm tej reakcji nie jest jasny, gdyż nie ule
gała ona zmianie zarówno po podaniu m etysergidu — antagonisty 5-HT, 
jak i alfa-blókerów. Modrzejewski (1971) w  badaniach na psach stw ier
dził, że zmniejszenie CBF (o ok. 19%) powodowane przez serotoninę w 
dawce 2 g/kg nie występuje po podaniu alfa-'blokera — fentolaminy.

Dane dotyczące wpływu prostaglandyn (PGs) na CBF nie są--jednozna
czne. Denton i wsp. (1972) stwierdzili, że PG F2aifa powoduje wzrost oporu 
naczyniowego u psów i małp, a PGEi zwiększa CBF u psów, a nie wy
wiera tego działania u małp. Welch i wsp. (1974a) wykazali rozszerzenie 
tętnic opon miękkich u kotów po podaniu PG Eb podczas gdy PGs typu 
F działały naczynioskurczowo i na tej podstawie uważają, że PGs mogą 
uczestniczyć w utrzymywaniu napięcia mięśniówki naczyń na stałym 
poziomie. Welch i wsp. (1974b) stwierdzili również, że dotętnicze poda
wanie PGEi powoduje u małp znaczne zwiększenie przepływu przez 
tętnicę szyjną zewnętrzną przy jednoczesnym zmniejszeniu przepływu w 
tętnicy szyjnej wewnętrznej i tłumaczą ten efekt przemieszczaniem się 
przepływu (stealing effect). W tych samych warunkach podawanie 
PGF2alfa powodowało zmniejszenie się przepływu w obydwu tętnicach. 
Yamamoto i wsp. (1971) wykazali znaczny skurcz tętnic opon miękkich 
u psów po infuzji PGEi do tętnicy szyjnej wspólnej i nieco mniejsze, lecz 
też znamienne zwężenie tych tętnic po infuzji PG F2aifa. Stwierdzili rów
nież, że reakcja tętnic opon miękkich na PGEi nie ulega zmianie pod 
wpływem blokady a]fa-adrenergicznej. Według Pickarda i wsp. (1976) 
indometacyna, bloker syntetazy PGs (Vane, 1971), powoduje zmniejsze
nie CBF u małp. Efekt ten  może polegać na wpływie indometacyny na 
drobne tętnice wewnątrzmózgowe, co świadczyłoby o działaniu naczynio- 
rozszerzającym endogennych PGs. Pickard i Mackenzie (1973) podali 
wcześniej wyniki świadczące o tłumieniu przez indometacynę naczynio- 
rozszerzającej odpowiedzi krążenia mózgowego na hiperkapnię. Poglądu 
tego nie potwierdzają ostatnie badania Trzebśkiego i wsp. (1976). Z przy
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toczonych danych wynika, że oddziaływanie PGs na krążenie mózgowe 
nie jest jednakowe i zależy zarówno od typu PGs, jak i od gatunku 
zwierzęcia. Nie jest wykluczone, że endogenne PGs pochodzące z tkanki 
mózgowej czy naczyniowej działają rozszerzająco na mikrokrążenie, 
a jeśli dostają się do krążenia mógowego z obwodu, ich działanie może 
być inne. Według Lassena (1975) istnieje możliwość oddziaływania PGs, 
podobnie jak innych aktywnych biologicznie substancji, na metabolizm 
mózgu, co powoduje wtórne zmiany CBF.

Nowa hipoteza neuroregulacji CBF według Rosendorffa

Niejasności i sprzeczności dotyczące neuroregulacji krążenia mózgo
wego i wpływu neurotransmiterów na CBF stara się wyjaśnić Rosendorff
(1974), podając nową hipotezę unerwienia autonomicznego naczyń móz
gu. Rosendorff zakłada istnienie dwóch systemów adrenergicznych za- 
opartujących układ tętniczy mózgu. Jednym  z nich jest system ze
wnętrzny (rye. 1), którego włókna rozpoczynają się w zwojach szyjnych 
i zaopatrują naczynia zewnątrzmózgowe, takie jak tętnice koła Willisa 
i tętnice opon miękkich. Stymulacja tego układu powoduje skurcz wy
mienionych tętnic i zmniejszenie CBF. Reakcje układu zewnętrznego mo
gą być związane ze zmniejszeniem CBF spostrzeganym przy podawaniu 
większych dawek noradrenaliny, czy mniejszych dawek dopaminy.

butbus o lf  ‘

■:ortex
septum  

hippocampus
stria term

hypothalamus -1
central bundle

dorsal bundle ■

Rye. 2. Projekcja strzałkowa w ewnętrznego układu adrenergicznego mózgu. (Hipo
tetyczny układ naczyniorozszerzający). Schemat Rosendorffa (1974).

Drugim układem adrenergicznym jest system wewnętrzny (ryc. 2), 
uwidoczniony w badaniach histochemicznych Dahlströma i Fuxe oraz 
Ungerstedta (cyt. wg. Rosendorffa, 1974). Włókna tego układu rozpoczy
nają się na znacznej przestrzeni rdzenia przedłużonego i biegną przez 
podwzgórze do hipokampa i kory mózgowej. Szlaki noradrenergiczne nie 
są związane z zewnątrzmózgowymi zwojami współczulnymi i prawdopo
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dobnie unerwiają naczynia wewnątrzmózgowe. Stymulacja układu we
wnętrznego powodowałaby rozszerzenie tych naczyń. Koncepcja Rosen- 
dorffa wyjaśnia wyniki Ingvara i Söderberga (1958), Meyera i wsp. 
(1969) oraz Shalita i wsp. (1967). Działanie naczyniorozszerzające układu 
wewnętrznego jest zgodne z wymienionymi uprzednio efektami dzia
łania noradrenaliny podawanej w małych dawkach dotętniczo lub miej
scowo w rejonie podwzgórza oraz z działaniem umiarkowanie większych 
dawek dopaminy. Jak  wiadomo, reakcje te, w przeciwieństwie do po
przednich, blokowanych przez alfa-blokery, znoszone są przy blokadzie 
receptorów beta i swoistych receptorów dopaminergicznych. Zgodnie 
z wynikami Shalita i wsp. (1967) wewnętrzny system adrenergiczny mo
że być aktywowany przez wzrastające ciśnienie parcjalne C 0 2 we krwi 
tętniczej i powodować rozszerzenie naczyń wewnątrzmózgowych. Akty
wacja wewnętrzna systemu adrenergicznego może być bezpośrednia, na 
poziomie pnia mózgu, lub pośrednia poprzez chemoreceptory obwodowe. 
W ten sposób dwutlenek węgla oprócz bezpośredniego wpływu na naczy
nia mózgowe i aktywacji naczyniorozszerzającego układu parasym pa
tycznego aktywowałby też naczyniorozszerzający układ adrenergiczny.

Poparcie dla funkcjonalnego znaczenia wewnętrznego systemu adre
nergicznego można znaleźć również w poglądach Meyera (1975), który 
uważa, że szybki wzrost CBF w czasie drgawek poprzedzających zmiany 
metaboliczne i przebiegający z zaburzeniami autoregulacji jest spowo
dowany rozszerzeniem naczyń sterowanym przez pień mózgu. Podobny 
charakter ma też zwiększenie CBF w trakcie REM-sleep (rapid eye mo
vement). Zwyrodnienie neuronów pnia mózgu i rdzenia kręgowego znaj
dowano również w mózgach ludzi z zaawansowanym i utrwalonym ze
społem omdlenia ortostatycznego (Meyer, 1975). Objawy tego zespołu 
można zmniejszyć przez zastosowanie leczenia inhibitorami МАО i do- 
paminą. Niedawno opublikowane wyniki badań Rosendorffa i wsp. 
(1976) podają nowe dowody istnienia i funkcjonalnego znaczenia podwój
nego układu adrenergicznego. Badacze ci ustalili, że stymulacja ele
ktryczna pnia mózgu powoduje wzrost lokalnego CBF (1CBF) przez pod
wzgórze o około 17%, przy czym efekt ten znoszony był przez propra
nolol. Natomiast stymulacja układu adrenergicznego za pomocą tyraminy 
powodowała spadek 1CBF o około 32%. Efekt ten nie występował po 
sympatektomii szyjnej, która nie wywierała żadnego wpływu na zmiany 
1CBF podczas stymulacji pnia mózgu. *

W pływ y  neurogenne na CBF w  niektórych stanach jizjopatologicznych

H i p o k s j a .  Ponte i Purves (1974) ustalili, że reakcja krążenia móz
gowego na hipoksję jest w dużym stopniu uzależniona od chemorecepto-
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rów obwodowych. Ich stymulacja krwią hipoksyczną powodowała wzrost 
rCBF w okolicy skroniowej. Odpowiedź ta była całkowicie zniesiona 
przy wewnątrzczaszkowym przecięciu nerw u VII. Wymienieni autorzy 
ustalili, że po obustronnym przecięciu nerwów zatokowych nie wystę
puje  odpowiedź naczyń mózgowych na niedotlenienie. Fakty te mogą 
świadczyć o wiodącej roli układu cholinergicznego w reakcjach naczyń 
mózgowych na hipoiksję. Wielu autorów (cyt. wg. Olesena, 1974) podaje 
jednak dane, z których wynika, że nerw y zatokowe i aortalne, a także 
nerwy czaszkowe zawierające włókna parasympatyczne nie wywierają 
wpływu na CBF- Praca Heistada i wsp. (1976) wydaje się całkowicie 
przeczyć udziałowi układu cholinergicznego w reakcjach CBF na hipo- 
ksję i hiperkapnię. Z drugiej strony Herz i wsp. (1975) wykazali zmie
niającą się reaktywność naczyń opon miękkich w hipoksji na podawanie 
izoprenaliny. Ekstrom-Jödal i wsp. (1975) nie potwierdzają tych spo
strzeżeń, nie można jednak wykluczyć, że w hipoksji układ autonomiczny 
wywiera wpływ naczyniorozszerzający na układ tętniczy współdziałając 
tym  samym  z bezpośrednią reakcją naczyń mózgowych na niedotlenienie.

H i p e r k a p n i a .  Podobnie jak w hipoksji, reakcja krążenia mózgowe
go na hiperkapnię wydaje się częściowo uzależniona od wpływów che- 
moreceptorów obwodowych, jednak przecięcie nerwów zatokowych 
(Ponte, Purves, 1974) nie znosi całkowicie odpowiedzi CBF na hiper
kapnię. Oprócz bezpośredniego naczyniorozszerzającego wpływu C 0 2 na 
naczynia mózgowe może tu  oddziaływać hipotetyczny wewnętrzny sy
stem adrenergiczny, którego wejściem w tym przypadku byłyby chemo- 
receptory centralne (Shalit i wsp., 1967). Pogląd ten częściowo popierają 
wyniki Aubineau i wsp. (1973) wykazujące zwiększenie przepływu przez 
jądro ogoniaste w wyniku stymulacji beta-receptorów izoprenaliną, po
dobnie jak i w wyniku hiperkapnii. Teorię tę popierają wyniki Gabrie- 
lyana i Harpera (1973), którzy wykazali, że noradrenalina podawana w 
czasie hiperkapnii zwiększa CBF. Zwiększenie CBF mogło wynikać ze 
wzrostu układowego ciśnienia tętniczego i mechanicznego zwiększenia 
przepływu mózgowego na skutek zaburzeń autoregulacji wywołanych 
przez hiperkapnię ale mogło też świadczyć o dodatkowym pobudzeniu 
naczyniorozszerzającego układu beta-adrenergicznego. Wielu autorów 
(cyt. wg- Olesena 1974) podaje sprzeczne dane odnośnie roli układu sym
patycznego w reakcjach krążenia mózgowego na hiperkapnię. Stone 
i wsp. (1974) na przykład stwierdzili zmniejszenie naczyniorozszerzającej 
odpowiedzi na hiperkapnię przy przewlekłej sympatektomii, podczas gdy 
James i wsp. (1969) stwierdzili większe rozszerzenie naczyń mózgowych 
w hiperkapnii po ostrej sympatektomii.

H i p o k a p n i a .  Udział układu współczulnego w reakcji CBF na hipo- 
kapnię jest kontrowersyjny. Stwierdzano, że odpowiedź krążenia mózgo-
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wego zależy od aktywności układu alfa-adrenergicznego, bądź wykazy
wano, że układ ten nie wpływra na nasilenie reakcji naczynioskurczo- 
wej (Corbett i wrsp., 1972; Fraser i wsp., 1972; Hoff i wsp. 1972; Olesen,
1974). Ciekawe wyniki przedstawili Corbett i Eidelmann (1973), którzy 
stwierdzili, że u ludzi z całkowitym poprzecznym uszkodzeniem rdze
nia kręgowego w odcinku szyjnym, czyli z przerwaną współczulną pętlą 
odruchową, odpowiedź krążenia mózgowego na hipokapnię jest znacz
nie zmniejszona. Przedstawione fakty sugerują udział zewnętrznego 
układu adrenergicznego w odpowiedzi CBF na hipokapnię. Zmniejszenie 
CBF w hipokapnii pod wpływem dożylnej infuzji noradrenaliny, znane 
z praqy Gaibrielyana i Harpera (1973), też może świadczyć o udziale 
układu współczulnego w tej reakcji.

H i p o t o n i a .  Według Ponte i Purvesa (1974) baroreceptory zatdki 
szyjnej i łuku aorty odgrywają istotną rolę w utrzym ywaniu przepływu 
mózgowego na stałym poziomie w warunkach obniżonego ciśnienia tęt
niczego- Ponte i Purves stwierdzili, że po przecięciu obu nerwów zato
kowych i aortalnych, przepływ7 mózgowy w perfundowanym preparacie 
zmienia się równolegle z ciśnieniem perfuzji. W reakcji CBF na hipo
tonię powinny brać udział przede wszystkim nerwy naczyniorozszerza- 
jące. Istnieją jednak dane przemawiające za współudziałem w tych 
realkcjach naczyniozwężającego układu współczulnego. Wyniki te są 
kontrowersyjne. Fitch i wsp. (1975) stwierdzili rozszerzenie dolnego za
kresu autoregulacji przy blokadzie alfa, natomiast Stone i wsp. (1974) 
wykazali zawężenie granic autoregulacji przy przewlekłej sympatekto- 
mii. Wyniki Essena (1973) uzyskane przy podawaniu NA i DA oraz 
przy blokowaniu ich efektów obrazują dobre funkcjonowanie autoregu
lacji w tych warunkach. Rosendorff (1974) zastanawia się, czy i w ja
kim stopniu hipotetyczny system adrenergiczny może być odpowiedzial
ny za autoregulację CBF w warunkach hipotonii. Częściowej odpowie
dzi na to pytanie dostarczają badania wykazujące istnienie zaburzeń 
autoregulacji u pacjentów z zaawansowanymi przypadkami zespołu 
omdlenia ortostatycznego i zwyrodnieniem neuronów autonomicznych 
pnia mózgu (cyt. wg. Meyera, 1975). Meyer (1975) przypomina, że testy 
autoregulacji u pacjentów z niedokrwieniem pnia mózgu, w obrębie k tó
rego znajdują się neurony mogące stanowić wewnętrzny układ adrener
giczny, wykazują większe zaburzenia niż na przykład u pacjentów z za
wałem kory mózgowej.

H i p e r o k s j a  h i p e r b a r y c z n a .  Bean i wsp. (1971) ustalili, że 
wystąpienie drgawek podczas ekspozycji na zwiększone ciśnienie tlenu 
(HBT) jest bezpośrednio związane ze znacznym i nagłym zwiększeniem 
CBF. Schna'kenburg i Nolte (1970) stwierdzili zmiany morfologiczne w 
pniu mózgu zwierząt poddanych toksycznemu działaniu HBT związane
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z wystąpieniem u nich drgawek- W pniu mózgu znajdują się neurony 
o hipotetycznym działaniu naczyniorozszerzającym, a ponieważ pień 
należy do najlepiej unaczynionych s truk tu r  mózgowych (Landau, cyt. 
wg. Purvesa, 1972), są one szczególnie narażone na toksyczne działanie 
HBT. Wystąpienie paradoksalnej „anoksji” komórkowej spowodowanej 
toksycznym działaniem tlenu na metabolizm neuronów pnia oraz zmniej
szenie poziomu kwasu gamma-aminomasłowego (GABA), stwierdzone 
w HBT (Wood, 1975), mogą być przyczyną szczególnego wzrostu aktyw
ności tego układu, zwiększenia całkowitego CBF i wystąpienia drgawek. 
Za udziałem układu autonomicznego w powstawaniu objawów toksycz
nego działania tlenu w hiperbarii przemawia wiele danych. Schnaken- 
burg i Nolte (1970) podają skrócenie „czasu utajonego” (pre^seizure 
time) drgawek przy zastosowaniu alfa blokera — fentolaminy, lecz 
Torbati i wsp. (1971) stwierdzili brak różnic w czasie utajonych drga
wek u szczurów adrenalektomizowanych i kontrolnych poddanych dzia
łaniu HBT. Bean (1964) podaje, że adrenalektomia działa ochronnie 
w HBT, natomiast podawanie adrenaliny, ACTH lub kortyzonu pogarsza 
objawy toksyczne. Oliver i wsp. (1970 stwierdzili u myszy po podaniu 
rezerpiny w dawkach usuwających noradrenalinę z synaps układu 
współczulnego zwiększenie ilości napadów drgawek i skrócenie ich 
czasu utajonego oraz czasu przeżycia zwierząt. Te sprzeczności można 
częściowo wyjaśnić w oparciu o teorię podwójnego układu adrenergicz- 
nego unerwiającego naczynia mózgowe — wewnętrznego o działaniu na
czyniorozszerzającym dla tętnic wewnątrzmózgowych i zewnętrznego — 
o działaniu naczyniozwężającym dla tętnic zewnątrzmózgowych.

Praca niniejsza wskazuje na znaczne rozbieżności poglądów dotyczą
cych funkcjonalnego znaczenia unerwienia autonomicznego tętnic móz
gowych. Dużo sprzeczności można wyjaśnić za pomocą teorii podwójne
go układu adrenergicznego zaproponowanej przez Rosendorffa. Może 
ona stanowić uzupełnienie dia hipotezy podanej przez Harpera i wsp. 
(1972), którzy twierdzą, że duże tętnice zewnątrzmózgowe podlegają 
całkowicie kontroli neurogennej, a oporowe naczynia wewnątrzmózgowe 
podlegają całkowicie wpływom czynników bezpośrednio zmieniających 
CBF, natomiast strefę przejściową, podatną na jedne i drugie wpływy, 
stanowią tętnice opon miękkich. Teoria Rosendorffa daje się też pogodzić 
z trzema zasadniczymi funkcjami, jakie dla nerwów okołonaczyniowych 
mózgu zaproponował Purves (1972): 1) Współdziałanie i precyzyjna kon
trola wpływu czynników regulujących stan napięcia mięśniówki naczy
niowej; 2) Określenie szybkości z jaką ujawnia się odpowiedź krążenia 
mózgowego; 3) Udział w dostosowaniu odpowiedzi łożyska naczyniowe
go mózgu do zmian zachodzących w  krążeniu układowym. Wszystkie te 
funkcje mogą być wykonywane przez układ cholinergiczny i podwój-
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ny — zewnątrz- i wewnątrzmózgowy system adrenergiczny- Wzajemne 
oddziaływanie obu układów oraz wpływ czynników metabolicznych 
określają całkowity mózgowy przepływ krwi i jego wewnątrzmózgowe 
rozmieszczenie.

Autor składa serdeczne podziękowanie Pani doc. dr med. Krystynie Herba- 
czyńskiej-Cedro i Panu prof, dr med. W itoldowi Karczewskiemu za w nikliw ą  
dyskusję pracy i cenne uwagi.

П. Рушчевски

НЕЙРОРЕГУЛЯЦИЯ МОЗГОВОГО ТОКА КРОВИ И ВЛИЯНИЕ НЕКОТОРЫХ  
БИОЛОГИЧЕСКИ АКТИВНЫ Х ВЕЩЕСТВ

Р е з ю м е
В работе обсуждены следующие вопросы: 1. Влияние парасимпатической и 

симпатической системы на мозговой ток крови (МТК); 2. Роль холинэргических, 
а также альфа- и бета-адренэргических рецепторов в регуляции МТК; 3. Роль  
мозгового ствола в регуляции МТК; 4. Действие норадреналина, адреналина и 
допамина на МТК; 5. Действие серотонина на МТК; 6. Действие простагланди- 
нов на МТК; 7. Гипотеза двойной адренэргической иннервации мозговых арте
рий; 8. Функциональное значение гипотетической адренэргической системы;
9. Нейрогенные влияния на МТК при гипоксии; 10. Нейрогенные влияния на 
МТК при гиперкапнии; 11, Нейрогенные влияния на МТК при гипокапнии;
12. Нейрогенные влияния на МТК при гипотонии; 13. Нейрогенные влияния 
на МТК гипербарической гипероксии.

Р. Ruszczewski

NEUROREGULATION OF CEREBRAL BLOOD FLOW AND THE INFLUENCE  
OF SOME BIOLOGICALLY ACTIVE SUBSTANCES

S u m m a r y

Following problems are discussed: 1. Influence of parasympathetic and sym pa
thetic system on cerebral blood flow  (CBF). 2. Role of cholinergic and alpha- and 
beta-adrenergic receptors in CBF regulation. 3. Role of brain stem in the regu la 
tion of CBF. 4. Action of noradrenaline, adrenaline and dopamine upon CBF.
5. Action of serotonin on CBF. 6. Action of prostaglandins upon CBF. 7. Hypothesis 
of double adrenergic innervation of cerebral arteries. 8. Functional significance 
of hypothetic cerebral adrenergic system. 9. Neurogenic influence on CBF in 
hypoxia. 10. Neurogenic influence upon CBF in hypercapnia. 11. Neurogenic in 
fluence on CBF in hypocapnia. 12. Neurogenic influence on CBF in hypotonia.
13. Neurogenic influence on CBF in hyperbaric hyperoxia.
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DZIAŁ KRONIKI I INFORMACJI

W dniu 30 października 1976 r. odbyło się pierwsze powakacyjne posiedzenie 
Zarządu Głównego SNP.

W związku z rocznym w yjazdem  szkoleniowym do U SA  Sekretarza Z.G. kol. 
M. Śmiałka, funkcje jego zgodził się w  tym czasie pełnić kol. T. Maj decki.

Na posiedzeniu dokonano oceny poziomu naukowego i strony organizacyjnej 
Polsko-Niem ieckiego Sympozjum Neuropatologicznego, które odbyło się w  W ar
szaw ie od 23 do 25 września 1976 r. W trakcie Sympozjum ustalono z Zarządem  
Towarzystwa Neuropatologów NRD, że następne dwustronne Sympozjum odbędzie 
się  w  Berlinie w  1980 r. Na organizatora jego powołany został prof. H. Schultze. 
G łów nym  tematem będą zmiany morfologiczne w  ośrodkowym układzie nerw o
w ym  w  przebiegu chorób narządów wewnętrznych.

Omówiono następnie propozycje zorganizowania Polsko-W ęgierskiego Sym po
zjum Neuropatologicznego. Uzgodniono wstępnie, że Sympozjum mogłoby odbyć 
się jesionią 1977 r. w  Poznaniu. Zaproponowano, aby tematem Sympozjum były  
choroby zapalne układu nerwowego. Upoważniono prof. M. Wendera do przepro
wadzenia korespondencji i dokonania ostatecznych uzgodnień ze stroną węgierską.

Przypomniano również, że w  okresie od 21 do 23 kwietnia 1977 r. odbędzie 
się w  Rostoku Zjazd Towarzystwa Neuropatologicznego NRD poświęcony uszko
dzeniom ośrodkowego układu nerwowego w  chorobach narządów w ewnętrznych  
i że w  dniach od 25 do 27 maja 1978 r. kolejny zjazd tegoż Towarzystwa odbę
dzie się w Schwerin. G łównym  tem atem będą uszkodzenia ośrodkowego układu  
nerw ow ego w  w yniku działań diagnostycznych i terapeutycznych.

W związku z mającym się odbyć w  okresie od 21 do 24 września 1977 r. w  
Białymstoku X Jubileuszowym Zjazdem Polskiego Towarzystwa Neurologicznego  
przekazano apel przewodniczącej PTN prof. I. Hausm anow ej-Petrusew icz, o licz
ny udział neuropatologów oraz prośbę o zaproszenie kilku czołowych neuropato
logów  zagranicznych.

Do komisji Nagród SNP, która zbierze się w  grudniu br. dokooptowano kol. 
Jerzego Dymeckiego.

*  *  *

W ostatnim tygodniu października bawił w  Polsce dr Igor Klatzo, dyrektor 
Department of Neuropathology, National Institute of N eurological and Com m uni
cative Disorders and Stroke w  Bethesda (USA). Na posiedzeniu SNP w  dniu 30 paź
dziernika 1976 przedstawił on w yniki ostatnio prowadzonych badań nad n iedokrw ie
n iem  mózgu.
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W roku 1977 odbędą się następujące kursy szkoleniowe z zakresu neuropato
logii:

— dla neurologów, przygotowujących się do egzaminu specjalizacyjnego I I 0 
odbędzie się trzytygodniowy kurs w  Zakładzie Neuropatologii Instytutu Psycho- 
neurologicznego od 3 do 22 października 1977.

Zespół Neuropatologii CMDiK PA N  przeprowadzi również jednotygodniowy  
kurs doskonalący dla patomorfologów „Histopatologia guzów mózgu” w  terminie 
od 12 do 17 grudnia 1977. Termin zgłoszeń upływ a 1 września 1977.

* * *

Kol. M. Śmiałek adiunkt Zakładu Neuropatologii CMDiK PA N  zdał w  sesji 
jesiennej 1976 egzamin specjalizacyjny 1° z zakresu neurologii.

Jerzy Dym ecki

N e u r o p a t o l o g i a  P o l s k a  — 10
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WSKAZÓWKI DLA AUTORÓW

Neuropatologia Polska zamieszcza prace z zakresu neuropatologii klinicznej 
i doświadczalnej oraz dziedzin pokrewnych (neuroonkologii, neuroanatomii, neuro- 
chemii itp.).

Redakcja pisma przyjm uje do druku prace oryginalne i doniesienia kazuistycz-  
ne; prace poglądowe — przygotowane w yłącznie na zaproszenie Redakcji.

Neuropatologia Polska przyjm uje do druku prace w  języku polskim, angiel
skim, francuskim i niemieckim.

W arunkiem przyjęcia pracy jest oświadczenie autora, że praca nie była druko
wana w  innym  czasopiśmie oraz pisemna zgoda kierow nika placówki/ek na jej 
opublikowanie.

Objętość pracy oryginalnej nie powinna przekraczać wraz z pełną dokumen
tacją (streszczenie, p iśm iennictwo, tabele, w ykresy, ryciny itp.) 20 stron, pracy 
kazuistycznej — 10 stron.

Prace należy przesyłać w  2 egzemplarzach w  znormalizowanym maszynopisie  
(4-cm m argines z lew ej strony, 30 wierszy na stronę z zachowaniem podwójnego  
odstępu, bez odręcznych poprawek i podkreśleń).

W ykaz piśmiennictwa, ułożony alfabetycznie, pow inien obejmować w yłącznie  
pozycje cytowane w  pracy. W w ykazie  piśm iennictw a podaje się nazwiska i in i
cjały w szystkich autorów, tytu ł pracy, nazwę czasopisma, rok, tom, pierwszą  
i ostatnią stronę publikacji. W przypadku źródeł książkowych —  nazwisko(a) 
i inicjał(y) autorów, tytu ł książki (ew. rozdziału), w ydaw cę, miejsce i rok w yda
nia. W tekście należy podać nazwisko autora(ów) oraz rok publikacji. W przy
padku, gdy autorów cytowanej pozycji jest w ięcej niż dwóch, należy podać na
zwisko pierwszego autora ze skrótem „i w sp.”.

Ryciny ograniczone do niezbędnych powinny być oznaczone kolejnym i numera
mi. W skazane jest zestawienie rycin w  tablice zbiorcze o wym iarach 12,5 X 19 cm.

Redakcja prosi o nadsyłanie objaśnień i podpisów do tabel, schem atów i rycin  
oraz streszczenia w  języku polskim i angielskim.

Redakcja zastrzega sobie prawo wprowadzania koniecznych poprawek stylistycz
nych i zmniejszania ilości rycin bez porozumienia z autorem.

Redakcja nie zwraca maszynopisów nadesłanych prac.
Redakcja prosi autorów o dokładne sprawdzenie tekstów  apelując o zwięzłość, 

przejrzysty układ pracy oraz staranne przygotowanie materiału ilustracyjnego.
Autorzy otrzymują pierwszą korektę pracy. W korekcie Redakcja uwzględnia  

jedynie błędy literow e oraz poprawki pomyłek drukarskich.
Autorzy prac zamieszczonych w  Neuropatologii Polskiej otrzymują honorarium  

w g ustalonych staw ek oraz 25 odbitek na koszt autora.
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