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PATTERN OF MYELIN LIPIDS IN THE AGEING BRAIN*

Department of Neurology, School of Medicine, Poznan

Ageing brain has provided a subject for numerous studies. However,
scientific efforts have been mainly concentrated on changes in the ce-
rebral and cerebellar grey matter. Many contributions have concerned
morphology and biochemistry of neuronal dystrophies and have involved
attempts to clarify the pathomechanism of senile plaques development.
Lastly the research has been concerned with neurotubular changes spe-
cific for the ageing process and with disturbances in the neurotransmit-
ter systems connected with synaptic functions (Kulezycki 1973; Iwanow-
ski, Kulezycki 1981).

In our research program we have focused attention on the white mat-
ter, especially on the myelin-oligodendroglia complex. The studies pre-
sented concern the pattern of myelin lipids in aged persons.

MATERIAL AND METHODS

The studies were performed on autopsy material of 10 patients de-
ceased at the age of 74 to 87 years (mean age 78.1 years). The autopsies
were performed 6 to 16 hours after death. The results were compared
with the autopsy material of 3 patients aged 27 to 33 years, who died
of diseases not involving the nervous system (mean age 29.3 years). Slices
were taken from the frontal lobe as well as from the cerebellum and
submitted to histological and biochemical studies.

Chemical studies. The myelin fraction was isolated from the dissected
white matter according to the method of Norton and Poduslo (1973).
Brain homogenates were layered on top of a discontinuous sucrose gra-
dient (0.32 M and 0.85 M, pH 7.0) and centrifuged in a swing-out rotor.
Subsequently the crude myelin fraction was dispersed in distilled water

* Investigations supported by Research Grant No 06-02-1I.1.3 from the Polish Academy
of Sciences.
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Table 1, Neuropathological characteristics of the studied material
Tabela 1. Charakterystyka neuropatologiczna badanego materialu

Age
Sex (in years) Diagnosis Methods H + E and Nissl ¥ 3
Ple¢ Wiek Rozpoznanie Metoda H + E i Nissl Kanzler Weil PAS Bielschowsky
(w latach)
. Female 74 Cerebral Vascular changes Subependymal Mild perivascular Perivascular Moderate number
artheriosclerosis Many neurocytes with fibrillary gliosis  pallor amyloid deposits  of senile plaques
Status lacunaris degenerative and pig-
Senile atrophy ment changes
. Female 73 Cerebral Vascular changes Without changes Without changes PAS-positive Moderate number
artheriosclerosis Numerous neurocytes with deposits in many  of senile plaques
Senile atrophy degenerative changes Purkiny’e cells
. Male 86 Cerebral Vascular changes Without changes Mild focal pallor Single cortical Numerous senile
artheriosclerosis Numerous neurocytes with neurocytes with plaques
Senile atrophy degenerative and PAS-positive Single neurofibril-
pigment changes deposits lary tangles
Female 80 Cerebral Vascular changes Mild perivascular Mild spongious  Single cortical Without changes
artheriosclerosis Numerous neurocytes with  gliosis changes of the neurocytes with
degenerative and cerebral cortex  PAS-positive
pigment changes deposits
. Male 80 Cerebral Vascular changes Without changes Mild perivascular Without changes =~ Without changes
artheriosclerosis pallor
. Female 74 Cerebral Vascular changes Without changes Perivascular Single cortical Without changes
artheriosclerosis Single neurocytes with spongiosis neurocytes with
degenerative and PAS-positive
pigment changes deposits
. Female 78 Cerebral Vascular changes Mild perivascular Perivascular Single cortical Numerous senile
artheriosclerosis Numerous neurocytes with gliosis spongiosis neurocytes with plaques
Senile atrophy degenerative and pigment Small foci of PAS-positive Single neurofibril-
changes http / / morgpl pallor deposits lary tangles
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Cerebral
arteriosclerosis
Senile atrophy

Cerebral
arteriosclerosis
Senile atrophy

Cerebral
arteriosclerosis

Vascular changes Perivascular Mild perivascular Single cortical Very numerous
Fields of neuronal rare- gliosis pallor neurocytes with senile plaques
faction in cerebral cortex PAS-positive Single neurofibril-

Single neurocytes with deposits lary tangles

degenerative and
pigment changes

Vascular changes Without changes Mild perivascular Single neurocytes Numerous senile
Fields of neuronal pallor with PAS-positive  plaques
rarefaction in cerebral deposits

cortex

Single neurocytes with

degenerative and pigment

changes :

Vascular changes Without changes Mild perivascular Single cortical Moderate number
Fields of neuronal rare- pallor neurocytes with of senile plaques
faction in cerebral cortex PAS-positive
Single neurocytes with deposits

degenerative and pigment

changes
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238 M. Wender et al.

and centrifuged at 70 000 g for 20 min. The washing procedure was re-
peated 3 times. The final sediment was then lyophilized.

Myelin lipids were extracted according to the method of Folch-Pi
et al. (1957) and the extracted total lipids were then separated by means
of column and thin-layer chromatography (TLC). Cerebrosides, sulfatides
and cholesterol were separated according to the method of Svennerholm
(1964). Quantitation of cholesterol from TLC plates was accomplished
by the method of Sperry and Webb (1950) and the content of cerebrosides
and sulfatides by means of the method described by Radin et al. (1955).
Phospholipids were separated by means of bidimensional TLC according
to Singh et al. (1971), and quantitated on the basis of the phosphorus
content of the individual phospholipid fractions, which was determined
according to the method of Bartlett (1958).

Histological studies. Morphological evaluation of the material was
performed after embedding it in paraffin and staining by the following
methods: Nissl, Weil, hematoxylin-eosin, Kanzler, Van Gieson and PAS.
Frozen sections were silver-stained by the method of Bielschowsky.

RESULTS

Short neuropathological characteristics of the material under study
are presented in Table 1. The data provided rationale for classifying aged
persons (above 70 years of age) into two subgroups: patients in which
only vascular changes existed in the brain (atheromatosis, arteriosclero-
sis or amyloid angiopathy) — 3 cases, and those in whom vascular chan-
ges of a similar character were accompanied by senile atrophy. Signs
of the latter process, evident in the cerebral cortex, included the presence
of senile plaques, of early, immature and mature character as well as
dystrophy of neurocytes, mainly of pigment type. Neurofibrillary tangles
of Alzheimer type were found only in single cases and in few neurocytes,
so that none of the studied cases could be classified as Alzheimer senile
dementia.

In all cases the white matter did not exhibit pronounced demyelina-
tion. Only in few cases was some myelin pallor noticed, localized peri-
vascularly, or, more rarely, in the axes of gyri or as scattered small fields
in the cerebral and cerebellar white matter.

Results of chemical studies on myelin lipids of the frontal lobe are
present in Table 2, and those concerning the cerebellar white matter are
shown in Table 3. Changes in both studied structures, i.e. in the frontal
lobe and in the cerebellum, were very similar. The characteristic chan-
ges, observed in all studied cases and statistically significant when cal-
culated as respective means, involved increase in lysophosphatidylcholine
content, increased content of cholesteryl esters and a slight increase in
total phospholipids as well as in the majority of phospholipid fractions
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Myelin lipids in ageing 239

(phosphatidylethanolamine, phosphatidylserine + phosphatidylinositide
and plasmalogens). The only phospholipid fraction, which showed an
unaltered level were sphingomyelins. The obtained results were almost
identical in two subgroups of patients, differing in the neuropathological
pattern, i.e. in patients exhibiting only vascular changes in the brain,
and those who also showed signs of senile dementia.

DISCUSSION

The structure of the cerebral myelin sheathn in the ageing process has
been examined in morphological studies including ultrastructural ones.
Iwanowski (1984) who studied, employing the electron microscope the
white matter in Wistar rats, aged 26 to 36 months found several changes
in the myelin sheath. They consisted of disintegration of the intraperiod
line, formation of loops, vesicles and formation of irregular multivesicular
structures. The changes in myelin were often accompanied by axon le-
sions and degeneration of oligodendrocytes. Iwanowski and Ostenda
(1974) observed in ageing brain perivascular gliosis, indicating an increa-
sed permeability of vessel walls due to degenerative changes. For this
reasons the author, advocated the view that vascular degeneration is the
primary factor leading to axon damage and subsequently to myelin alte-
rations. ;

Tarnowska-Dziduszko (1973), in studies on the morphological pattern
of the cerebellum during the ageing process in humans noted some chan-
ges in the myelin sheaths including pallor and lesion of myelin in the
axes of gyri as well as some demyelination at the lobular top. Taraszew-
ska et al. (1971) performed neuropathological analysis of changes in aged
dogs with tumours of internal organs and noted advanced myelin pallor
at all levels of the brain and of the spinal cord.

There are but few chemical studies of the myelin in the course of
ageing. Norton and Cammer (1984) in the monographic summary of che-
mical changes in myelin in the course of ontogeny, presented data con-
cerning only late adult age of the rat (425th day of life). In this period
no changes in the lipid pattern of the myelin were noted, as compared
with early adult age.

The fatty acid composition of phosphatidylethanolamine and glycero-
phospholipids in myelin isolated from human brain (Samorajski, Ordy
1972) showed a relative increase with age in the proportion of monoenoic
fatty acids (18:1 and 20:1) and a decrease in polyunsaturated fatty
acids (20 : 4, 22 : 4 and 22: 6).

England and Brun (1986) performed neuropathological and biochemi-
cal studies of the white matter of senile and presenile dementia of Alz-
heimer type and established changes in 60% of cases. The changes con-
sisted of a reduced number of oligodendrocytes, partial loss of axons and
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240 M. Wender et al.

Table 2. Pattern of myelin lipids of the cerebral white matter from the frontal lobe of aged patients
(autoptic material)
Tabela 2. Obraz lipidow mieliny istoty bialej plata czolowego z materialu autopsyjnego chorych
zmarlych w wieku starczym

Control Total material Cases with vascu- Cases with vascu-
cases of aged brains  lar and senile lar changes only
Przypadki Calo$¢ materiatu changes Przypadki ze
kontrolne  chorych zmar- Przypadkize zmia- zmianami naczy-

tych w wieku nami naczyniowy- niowymi bez zmian

podeszlym mi i starczymi starczych mozgu

mozgu
D=3 n=10 n=7 n=3

Cholesterol 24.12-+-2.68 26.47-+-1.89 24.294-2.12 31.55 +1.82
Cholesterol
Cholesteryl esters 0,08 - 0.005 0.234+0.03 0.224-0.04 0.244+-0.04
Estry cholesterolu
Sulfatides 3.24+0.18 3.41 £0.32 3,294+0.18 3.71 £0.12
Sulfatydy
Cerebrosides 12.494+-1.12 13.65 +-0.44 13.46 +0.61 14.144+-0.28
Cerebrozydy
Total galactolipids 15,73 +1.28 17.064+-0.46 16.754-0.62 17.85+0.23
Calkowite galaktolipidy
Sphingomyelins 3.48+0.70 3.61+-0.45 3.614-0.65 3.624+0.35
Sfingomieliny
Phosphatidylcholine 4.9741.02 6.97 +0.70 7.68-+0.86 5.50+0.71
Fosfatydylocholina
Lysophosphatidylcholine 0.3140.12 1.204-0.29 1.144-0.30 1.354-0.21
Lizofosfatydylocholina
Phosphatidylserine

-+ Phosphatidylinositide  2.60+0.49 4.554-0.82 4.894+1.17 3.7540.15
Fosfatydyloseryna

-+ Fosfatydylinozytol
Phosphatidylethanolamine  1.86.-0.36 1.924-0.37 2.004-0.54 1.7240.35
Fosfatydyloestanoloamina
Plasmalogens 6.254-1.23 8.504+0.61 8.304-0.87 8.994-0.39
Plazmalogen
Total phospholipids 19.47-+3.21 26.754-1.55 27.624-2.32 24.934+1.12

Calkowite fosfolipidy

Results in mmol/100 g of dry myelin
Wyniki w mmol/100 g suchej mieliny
Mean + SE

Srednia + SE
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Table 3. Pattern of myelin lipids of the cerebellar white matter of aged patients (autoptic material)
Tabela 3. Obraz lipidow mieliny mézdzku z materiatu autopsyjnego chorych zmarlych w wieku

starczym
Control Total material Cases with vascu- Cases with vascu-
cases of aged brains lar and senile lar changes only
Przypadki Calo$¢ materiatu changes Przypadki ze
kontrolne chorych zmar- Przypadki ze zmianami naczy-
lych w wieku zmianami naczy- niowymi bez
podeszlym niowymi i star- zmian starczych
czymi mozgu mozgu
n=3 n =10 n=7 n=3
Cholesterol 25.06+-0.98 29.654-2.17 26.88 4-1.20 36.12 +3.55
Cholesterol
Cholesteryl esters 0.07 +0.005 0,324-0.07 0.314-0.09 0.324-0.14
Estry cholesterolu
Sulfatides 3.16 +0.26 3.3440.20 3.164-0.23 3.784+0.22
Sulfatydy
Cerebrosides 12.68 +-0.42 13.434+0.44 13,23 4+0.62 13.914+0.13
Cerebrozydy
Total galactolipids 15.844-0.21 16.774-0.59 16.394-0.82 17.69+0.27
Calkowite galaktolipidy
Sphingomyelins 4.31+1.56 4.65 +-0.50 4.4440.52 5.114-1.03
Sfingomieliny
Phosphatidylcholine 5.54 +-0.19 7.4841.02 7.49 +1.32 7.46+1.58
Fosfatydylocholina
Lysophosphatidylcholine 0.36 +0.09 1.0240.18 0.85+0.19 1.42+0.35
Lizofosfatydylocholina k
Phosphatidylserine
-+ Phosphatidylinositide 2.824+0.12 3.214+0.51 2.9140.63 4.26+0.54
Fosfatydyloseryna .
-+ Fosfatydyloinozytol
Phosphatidylethanolamine  1.33+0.26 2.224+0.26 2.1240.25 3,084+0.44
Fosfatydyloetanoloamina
Plasmalogens 6.794-0.41 8.704+0.82 8.634-1.06 8.844-1.52
Plazmalogen
Total phospholipids 21.154-0.28 27.284-2.39 26.444-2.88 30.1743.08

Results in mmol/100 g of dry myelin

Wyniki w mmol/100 g suchej mieliny

Mean + SE
Srednia + SE
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242 M. Wender et al.

myelin sheaths and a mild reactive astrogliosis. Quantitative studies of
white matter lipids showed that cerebrosides and sulfatides were in 30—
—40%0 reduced in senile dementia of Alzheimer type with concomitant
lesion of the white matter. The authors suggested that the white matter
changes were an independent pathological process, and not secondary
demyelination. Hovewer, the changes are not necessarily related to the
process of Alzheimer senile dementia itself.

In our own studies of the myelin lipid pattern of the brain in aged
patients, three main types of changes were disclosed: the increased con-
tents of lysophosphatidylcholine and cholesteryl esters as well as the
increase in total phospholipid content, resulting from increased levels
of the majority of phospholipid fractions. The only exception in the phos-
pholipids involved was the normal content of sphingomyelins.

The character of changes observed in the myelin lipids of the ageing
brain is strikingly similar to that found by us in experiments on the
effect of hypoxia on myelin lipids of the rat (Wender et al. 1987). In the
latter experimental studies a markedly increased cholesterol esterification,
production of an excess of lysophosphatidylcholine and an increased con-
tent of several phospholipid fractions were noted as the result of hypoxia.
In the experimental model, we have also noticed a marked decrease in
free cholesterol content.

The presented similarity between the pattern of myelin lipids obser-
ved in human aged brain and that found after hypoxia in rats, despite
of species differences, suggests that the decisive role in the pathome-
chanism of myelin changes in aged persons, is played by vascular degene-
ration. Another important point proving this conclusion is the fact that,
despite the lesions of the molecular myelin structure, no clear cut de-
myelination of the central nervous system was observed either in human
aged brains or in experimental material after hypoxia. A similar opinion
concerning the pathomechanism of myelin changes in the aged is ex-
pressed by Iwanowski (1984), following his ultrastructural studies.

An additional discussion seems necessary concerning the observation
that in the aged brain as well as after hypoxia an increase occurred in the
majority of phospholipid fractions. In such conditions the enhancement
of phospholipid synthesis seems unprobable. Gaiti et al. (1986) have even
clearly demonstrated that during ageing the brain loses progressively its
ability to synthesize the main phospholipid by the de novo pathway.
According to these authors, the loss is due to different causes, the most
important being the reduced capacity to utilize the simple precursors of
the glycerophospholipids biosynthesis. It appears also from the results
of the authors’ group, that brain structures counteract this decline by the
enzymatic mechanisms involved in modification of only a portion of the
phospholipid molecule. Therefore, the only explanation of the increased
phospholipid content in the aged brain, seems to involve a reciprocal
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Myelin lipids in ageing 243

shift in the lipid and nonlipid compounds of myelin, this causing the
phospholipids which are less sensitive to the action of hypoxia (playing
also the main role in the pathomechanism of changes in the aged white
matter), show a relative increase in relation to the dry myelin mass.

CONCLUSIONS

1. The pattern of myelin lipids in the ageing brain exhibits an in-
crease of lysophosphatidylcholine, cholesterol esters and of the majority
of phospholipid fractions.

2. Changes of myelin lipids in the ageing brain are strikingly similar
to those observed in the experimental material of animals subjected to
hypoxia.

3. In the pathomechanism of myelin changes in the ageing brain
vascular alterations play a decisive role.

LIPIDY MIELINY W STARZEJACYM SIE MOZGU

Streszczenie

Badania przeprowadzono na materiale autopsyjnym, chorych zmarlych w wieku
powyzej 70 lat. Plat czolowy i mozdziek poddano badaniom histologicznym i bio-
chemicznym. Lipidy wyizolowanej frakcji mielinowej okreslono ilosciowo po roz-
dziale za pomocg chromatografii kolumnowej i cienkowarstwowej.

W badaniach obrazu lipidow mieliny mézgu chorych zmartych w wieku star-
czym stwierdzono trzy gléwne typy zmian: wzrost zawartosci lizofosfatydylocholiny
i estrow cholesterolu, oraz podwyzszenie zawartosci calkowitych fosfolipidéw wy-
nikajgce ze wzrostu poziomu wiekszosci frakeji fosfolipidowych. Sposrod fosfolipidow
jedynym wyjatkiem byla niezwiekszona zawarto$¢ sfingomielin.

Uderzajace podobienstwo pomiedzy obrazem lipidéw mieliny obserwowanym
w mozgach starczych u ludzi a stwierdzanym w umiarkowanym i ostrym niedotle-
nieniu u szezuréw, pomimo réznic gatunkowych sugeruje, ze w patomechanizmie
zmian mielinowych w wieku podesztym decydujacg role odgrywaja zmiany naczy-
niopochodne.

Wyjasnieniem wzrostu zawarto$ci kilku frakcji fosfolipidowych wydaje sie przy-
puszczenie, ze w nastepstwie przesuniecia we wzajemnym stosunku lipidowych i nie-
lipidowych skladnikéw mieliny, te sposréd lipidéw ostonki, ktore odznaczaj§ sie naj-
wyzsza odpornoscig, przy przeliczeniu w odniesieniu do suchej masy mieliny, wy-
kazujg wzgledny wzrost.

MUWEJIMHOBBIE JIUTIUABI B CTAPEIOIIUMCSA MO3I'Y

Pe3ome

UccnenoBanus ObUIM MPOBEHEHBI HA CEKLHOHHOM MAaTepHajie yMEpIIMX B BO3PacTe BhILIE
70 ner. ®poHTambHAsA 00JACTH M MO3IKEYOK MCCIIENOBATUCh THCTOJIOIMYECKH M OMOXHMHYECKH.
KonuyecTtBO NMNHAOB M30JMPOBAHHON MHEIMHOBON (pakuuu ObIIO ONMpEeseHo Mocie pacrpe-
AeNIeHHsl TPK NOMOUIM KOJIOHHOW M TOHKO-CJIOWHON Xpomatorpaduu.
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244 M. Wender et al.

B uccnenoBaHMAX JIMOMAOB MHUETMHA MO3ra OOJIbHBIX yMEpHIMX B CTap4yeckOM BO3pacTte
0OHApYXEeHO TPH IJIABHBIC THIBLI W3MEHEHMI: yBEMYCHHE COAepXaHus nu30hochaTHIHIBXOTHHA
¥ XOJIECTePHHOBBIX 3(HPOB, a TAKXKE TOBBIMEHAE COACPXKAHHA MONHBIX (ochonumuuos, cBs3aH-
HOE C yBelMueHWeM ypoBHs OGonbmmacTBa (ocdonumuanbix (pakumn. EIMHCTBEHHBIM WMCKIIO-
yenueM cpean dochonmunuaos GbUIO HEMOBBILIEHHOE COAEPXaHWE CHUHTOMMETHHOB.

Tlopa3uTenbHOE CXOACTBO M3MEHEHWI MHMEIMHOBBIX JIMIKAOB CTApYECKHX MO3IOB y JIHOAeH
a Hab/ro1aeMbIX B YMEPEHHOM B OCTPOi THIIOKCHH Y KPbIC, HECMOTPS HA MEX/IyBHIOBbIE Pa3/IHyus,
BHYLIIAET, YTO COCYAWCTBIC W3MCHEHHS WMEIOT PEIualoliee 3HAYCHHE B MATOMEXaHH3Me MHEIMHO-
BBIX M3MEHEHHH CTApYecKOro BO3pacTa.

B CBA3M C yBENMYEHWEM COJEPXKAHMS HECKOJBLKHX (ochomumuanbix Gpakuum, MOXHO, BEpO-
STHO JIOMYCTHTh, YTO BC/ICACTBHE CABHTOB BO B3aMMOOTHOIUCHHN JIMITUIHBIX W HEHIHIHBIX Jlie=
MEHTOB MHEIIMHA, CaMble YCTOWYMBBIC JIMIKALI 00OJIOYKHA, PU TEpecueTe Ha CyXOif BeC MMeNIHMHa,
DPOSBISAIOT OTHOCHTEJIBHOE YBETHYCHHE.
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KOMUNIKATY

Od 18 do 22 kwietnia 1988 r. odbedzie si¢ w Pradze I Europejski Kongres
Neurologii.

Glownymi tematami beda:
— Ostre zaburzenia neurologiczne (aspekty kliniczne i doswiadczalne),
— Monitorowanie i mapowanie funkcji moézgu,
— Zaburzenia ruchowe,
— BolL

Adres Komitetu Organizacyjnego:

Association of Czechoslovak Medical Societies, J. E. Purkyne, 1lst European
Congress of Neurology, Tr. Vitézného unora 31, 120 26 Praha 2, Czechoslovakia.

*

Od 26 do 28 maja 1988 r. odbedzie sie w Insbruku Miedzynarodowy Kongres
Chorob Naczyniowych Mozgu.

Termin nadsylania zgloszen i streszczen prac uplywa 1 stycznia 1988 r.

Adres Komitetu Organizacyjnego:

Sepp Weimann, M. D., Department of Vascular Surgery, Innsbruck University,
Annichstrasse 35, A 6020 Innsbruck, Austria.

Od 2 do 4 czerwca 1988 r. odbedzie sie¢ w Rzymie II Miedzynarodowy Kongres
Towarzystwa Zaburzen Ruchowych.

Termin nadsylania zgloszen i streszczen prac uplywa 10 stycznia 1988 r.

Adres Komitetu Organizacyjnego:

A. Berardelli, Quinta Clinica Neurologica, Dipartimento di Scienze Neurologiche,
Viale dell Universita 30, 1-00185 Roma, Italia.

Od 7 do 9 wrzesnia 1988 r. odbedzie sie w Zurychu XI Doroczny Zjazd Euro-
pejskiego Towarzystwa Nauk Neurologicznych.

Termin nadsylania zgloszen i streszczen prac uplywa 15 marca 1988 r.

Adres Komitetu Organizacyjnego:

XI Annual Meeting of the European Neuroscience Association, c/o AKM Con-
gress Service, P.O.Box, CH-4005 Basel, Switzerland.
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ANTIGEN DERIVED FROM AGED ANIMALS*

Department of Neurology, School of Medicine, Poznan

The majority of data concerning immunology of the central nervous
system, especially those related to the antigenic properties of myelin
compounds, have been gained in experiments on the model of allergic
experimental encephalomyelitis, a disease well characterized as to its
clinical and morphological pattern but of not fully explained pathoge-
nesis.

In studies on EAE induction, great species differences have been found
as well as differences between some strains of the same species in suscep-
tibility to the action of encephalitogenic antigen, which has been inter-
preted as the proof of a genetic background of the immunological reaction
within the central nervous system (Levine et al. 1967). It has also been
found, that the immunological system of very young animals reacts in
a different manner than that adult animals (Brostoff 1984). This corre-
lates well with clinical observations revealing a genetic influence in in-
duction of demyelinating diseases in humans (Wender et al. 1982), as
well as with the marked dependence of these diseases from the period
of ontogenic development (Traugott, Raine 1984). In particular, the occu-
rrence of primary demyelinating diseases in aged persons is exceptional
only. This arouses the question whether the myelin looses or changes
its encephalitogenic properties in this period of ontogenic development.
We have attempted to approach the problem using the model off experi-
mental allergic encephalomyelitis (EAE).

MATERIAL AND METHODS

Wistar rats served as experimental material. The experiments were
performed in two groups of 12 animals each. The animals of both groups
were challenged with encephalitogenic antigen in the following way.

* The studies were supported by a grant from the Polish Academy of Sciences (Re-
search Programme No 06-02.1I.1.3).
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They received a double injection of 0.1 ml of encephalitogenic mixture
for three succesive days, into each hind foot pad. The composition of the
encephalitogenic mixture was as follows: homogenate of rat white matter
derived from brain and spinal cord, one part mixed with 2 parts of lano-
line and 1 part of paraffin with admixture of 10 mg/ml of heat-killed
Mycobacterium tuberculosum. In one experimental group the antigen
was taken from cerebral and spinal white matter of aged rats (older
than 2 years of life) and in the second one from the same tissues of adult
young animals.

Clinical rating of the experimental disease was based on the work
of Elliot et al. (1973):

I° — slowing of movements, weight loss, general weakness slightly
wobbly gait,

II° — weakness of hind limbs to slight paresis, altered (ataxic) gait,

III° — moderate paraparesis of hind limbs, urine incontinence,

IV® — severe paraparesis to paralysis of hind limbs, impaired respi-
ration.

The dynamics of the disease progress was rated as follows:

I° — nonprogressive type. Intensity of disease of grade I during the
first 7 days.

II° — slowly progressing type. Intensity of disease progressing from
grade I to II during the first 7 days.

The morphological evaluation of the experimental disease was based
on histology of the brain and spinal cord fragments stained by Nissl,
hematoxylin-eosin or Spielmeyer method and was rated according to the
scale of Alvord and Kies (1959).

I° — mild cellular reaction, visible in single, topographically typical
places,

II° — disseminated inflammatory reaction seen as severe perivascular
infiltrates in few microscopic fields or weak infiltrates in many fields,

III° — severe, perivascular infiltrates, partially diffused, seen in all
microscopic fields under X 30 magnification in typical regions.

The animals of both experimental groups were killed between the
21—23th day after first inoculation. The results of clinical and morpho-
logical studies were statistically checked using the chi? test, for small
numbers.

RESULTS

The clinical syndrome of EAE developed in 7 out of 12 inoculated
animals of the control group which were challenged with the encephali-
togenic antigen derived from adult young rats. The sick animals showed
slowing of movements and altered gait. In the experimental group of
rats inoculated with the encephalitogenic mixture containing antigen de-
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rived from aged animals (older than two years) clinical symptoms of the
same character and intensity were found only in 2 out of 12 inoculated
rats. The observed syndrome is comparable to grade I of the Elliot et al.
scale. In none of the animals, in either the control or the experimental
group paralysis of hind limbs or sphincter insufficiency were observed.
The dynamics of the observed morbid process might be reckoned to repre-
sent type II (slowly progressing disease). Histopathological studies in the
control group revealed in 6 animals inflammatory changes, which could
be rated in five animals as grade I and in one rat as grade II of Alvord
and Kies scale. In the group of animals challenged with the antigen from
aged myelin inflammatory changes of grade I were found in 2 animals.
The results are summarized in Table 1. All differences observed between
the two groups proved to be statistically significant.

DISCUSSION

Various strains of experimental animals are genetically prone to react
to the action of encephalitogenic antigen. In many strains considered
resistant, it is possible to overcome the low susceptibility by some special
combination of adjuvant and encephalitogenic antigen, for induction of
the necessary immunological reaction. Wistar rats belong to animals of
low susceptibility to the action of antigen provoking experimental aller-
gic encephalomyelitis. Therefore, it is not surprising that in our studies
we noted a positive result of inoculation only a little more frequently
than in one half of the experimental animals and that the induced morbid
process was of low intensity. Nevertheless, and possibly due to this low
sensitivity we found significant differences between the action of antigens
derived from aged or young adult animals. This indicates changes in the
encephalitogenic properties of myelin occurring with age.

The whole problem of differences in induction of experimental allergic
encephalomyelitis related to the animal’s age arises mainly in the expe-
riments with very young animals, the immunological system of which
reacts differently than that of adult ones. The mentioned differences
varied from species to species. EAE may be induced early in newborn
guinea pigs of strain 13, whereas guinea pigs of strain 2 are resistant
(Stone, Lerner 1965). Also chronic relapsing EAE, the experimental di-
sease, which is morphologically and clinically very similar to the most
frequent demyelinating disease in humans, to multiple sclerosis, may be
induced almost exclusively in very young animals and only in sensitive
species and strains (Lassmann, Wisniewski 1979).

The finding that the antigen derived from aged animals exhibits
lower encephalitogenic properties may be taken into consideration in
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Table 1. Susceptibility of Wistar rats to encephalitogenic antigen deriving from aged animals

Tabela 1. Podatno$é¢ szczuréw Wistar na antygen encefalitogenny pochodzacy od zwierzat starych

Control animals inoculated with encephalitogenic mixture
containing antigen deriving from young adult rats
Zwierzeta kontrolne zaszczepione mieszaning encefali-
togenna z antygenem pochodzacym od szczurow miodych

Animals inoculated with encephalitogenic mixture con-

taining antigen deriving from aged rats

Zwierzeta zaszczepione mieszaning encefalitogenng z anty-
genem pochodzacym od szczurow w wieku starczym

dojrzalych
Number of Number of Percent of Number of Number of Percent of
studied animals affected animals affected animals studied animals affected animals affected animals
Liczba zwierzat  Liczba zwierzat % Liczba zwierzat  Liczba zwierzat %
badanych chorych zwierzat chorych badanych chorych zwierzat chorych
12 7 58 12 2 17%
Clinical rating in 4-degree 1 7 58 2 17*
scale 1I 0 0 0 0
Kliniczna ocena punktowa III 0 0 0 0
wg skali czteropunktowej IV 0 0 0 0
Disease process in 4-degree 1 0 0 0 0
scale 11 7 58 2 17*
Dynamika choroby wg 111 0 0 0 0
skali czteropunktowej v 0 0 0 0
Number of animals Percent of animals Number of animals Percent of animals
with inflammatory  with inflammatory with inflammatory  with inflammatory
process process process process
Liczba zwierzat % zwierzat Liczba zwierzat % zwierzat
zprccesem zapalnym z procesem zapalnym z procesem zapalnym z procesem zapalnym
Morphology rated in 1 5 42 2 ¢ g
3-degree scale 11 1 8 0 0
Ocena morfologiczna wg 111 0 0 0 0

skali trojpunktowe;j

* Differences statistically significant; * Ré6znice 1stohﬁ|§a/tﬂs@fmgp|
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production of vaccines directly from homogenate of the central nervous
systems of inoculated animals, when no possibilities are available of its
full purification from myelin antigens and no possibilities exist of using
other media for cultivation of a given virus.

CONCLUSION

1. Antigen derived from the central nervous system of aged animals
exhibits lower encephalitogenic properties as compared with the antigen
from the nervous tissue of young adult animals.

PODATNOSC SZCZUROW WISTAR NA ANTYGEN ENCEFALITOGENNY
POCHODZACY OD ZWIERZAT W WIEKU STARCZYM

Streszczenie

Poréwnano podatno$é szczuréw rasy Wistar na antygen encefalitogenny w gru-
pach doswiadczalnych z uzyciem antygenu pochodzgcego z istoty biatej moézgu
i rdzenia kregowego szczuréw, ktéorych wiek przekroczyl 2 lata, oraz zwierzat mto-
dych dorostych.

Stwierdzono, ze antygen pochodzacy z mieliny zwierzat starych posiada mniej-
sze wtlasciwos$ci encefalitogenne w porownaniu z antygenem od zwierzat mlodych
dorostych. Moze to byé¢ wziete pod uwage przy wytwarzaniu szczepionek bezpo-
srednio z homogenatu os$rodkowego ukladu nerwowego zaszczepionych zwierzat,
jezeli nie ma mozliwo$ci jego pelnego oczyszczenia od antygenéw mielinowych
i nie mozna zastosowaé¢ innego podloza dla rozwoju danego wirusa.

BOCIMTPUMMYNBOCTb KPBIC BUCTAP K OHUIEDPAJIMTOTEHHOMY AHTUIEHY,
IMPOUCXOOAIIEMY OT )XMBOTHBIX B CTAPYECKOM BO3PACTE

Pe3ome

CpaBHHBAJIaCh BOCIIPHEMYHBOCTE KPBIC packl BHCTap K 3HUE(DATHTOTeHHOMY AHTHIEHY B 3KC-
NEePHMEHTAJIbHBIX TPYNNaX, B KOTOPIX ynOTPeOIsaics aHTHIeH, TPOUCXOASAIINMA U3 Genoro Bemec-
TBA MO3rd M COMHHOIO MO3ra KpbhIC B BO3PAcTe BbIlIE 2 JIET ¥ MOJIOABIX B3POCIBIX JKHBOTHBIX.

OOGHapyKeHO, YTO AHTHIEeH IMPOUCXOASALIMI M3 MHEIHHA CTApbIX XUBOTHBIX OO1azaeT MeHb-
UMK SHIIE()ATHTOTEHHBIMK CBOWCTBAMM 110 CPABHEHHIO C AHTHTEHOM OT MOJIOABIX B3POCIBIX
KUBOTHBIX. MOXeT ObITb, HY)KHO 3TO Y4YeCTb NPK M3TOTOBJICHUIO CHIBOPOTKH HENOCPENCTBEHHO
M3 TOMOTr€HATA LEHTPAJbHOM HEPBHOM CHCTEMbI NMPUBHTHIX JKUBOTHBIX, €CJIM HET BO3MOXHOCTH
€ro MOJHOrO OYHIIEHHSI OT MHEIMHOBBIX AHTHIEHOB W €C/IH HEeBO3MOXHO NMPHMEHHTH APYro# M-
TaTeNIbHON Cpelbl Ul Pa3BHTHA AAHHOIO BHpYCA.
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Biatka niehistonowe pelnig w chromatynie bardzo zréznicowane fun-
kcje: stanowig jej elementy strukturalne, pelnig funkcje enzymatyczne
oraz zawieraja komponenty biorgce bezposredni lub posredni udziat w re-
gulacji aktywnosci genéw. Charakteryzuja sie one znaczng heterogen-
nosciag i swoistoscig tkankowsg (Paul, Gilmour 1968; Elgin, Weintraub
1978; Kleinsmith 1978; Adolph i wsp. 1982). Zmiany w skladzie jakoscio-
wym, iloSciowym oraz metabolizmie bialek niehistonowych chromatyny
obserwowano w trakcie rozwoju i réznicowania oraz karcinogenezy
(Choie i wsp. 1977; OH’Hara, Yanagihara 1977; Hnilica i wsp. 1978; Stein
i wsp. 1978; Heizman i wsp. 1980).

Celem niniejszego doniesienia jest poréwnanie jakosciowego i iloscio-
wego skladu bialek niehistonowych chromatyny jadrowej z moézgu kroli-
ka pt, mutanta neurologicznego, z biatkami niehistonowymi moézgu kro-
lika zdrowego, nie obcigzonego genetycznie. Badania morfologiczne osrod-
kowego ukladu nerwowego przeprowadzone na materiale kroélikéw pt
wykazaly rozsiane, nieswoiste uszkodzenie neuronéw i nieprawidlowy
przebieg mielinizacji wiékien nerwowych ze wspoélistniejgcymi zmianami
w populacji oligodendrocytéow i komorkach astrocytarnych (Taraszewska,
Zelman 1981; Taraszewska 1983; Zelman, Taraszewska 1984). Klinicznie
zesp6l pt charakteryzuje sie zaburzeniami ruchowymi w postaci zrytmi-
zowanych drzen, ktére wyprzedzaja rozwijajace sie pdzniej niedowlady
lub bezwlady spastyczne (Osetowska i wsp. 1975).

Poréwnywano biatka niehistonowe chromatyny uzyskane z trzech
obszaréw osrodkowego ukladu nerwowego krolikéw pt i kontrolnych:
platow mozgowych (kora i obszary podkorowe), moézdzku i pnia mézgu
— struktur réznigcych sie znacznie metabolizmem i zdolnoscig do syntezy
RNA (Mc Ewen i wsp. 1972).

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na krélikach pt, 6 tygodniowych samcach
i samicach, u ktérych stwierdzono pelny zespo6t objawéw neurologicznych.
Zwierzeta pochodzily z hodowli prowadzonej w Osrodku Doswiadczalnym
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Neurologii Porownawczej CMDIiK PAN w Minsku Mazowieckim. Mate-
rial poréwnaweczy stanowily kroéliki zdrowe w tym samym wieku. Zwie-
rzeta usSmiercano przez dekapitacje. Z mdzgow wyjetych z jamy czaszko-
wej preparowano ptaty moézgowe, moézdzek oraz pien moézgu. Do jednego
doswiadczenia pobierano mozgowie 4—6 zwierzat. Preparatyke prowa-
dzono w temperaturze 0—4°C. Wszystkie uzywane roztwory zawieraly
w swoim sktadzie 0,1 mM PMSF, w celu zahamowania aktywnosci enzy-
moéw proteolitycznych.

Jadra komorek trzech wyizolowanych obszaréw mozgu, zaréwno kro-
likéw pt, jak i kontrolnych, otrzymywano z homogenatéw tkankowych.
Tkanki homogenizowano wstepnie w 0,25 M sacharozie w 10 mM Tris-
-HCl, pH 7,5 z dodatkiem 4 mM MgCl,, saczono przez gaze i wirowano
3000 X g przez 10 minut. Z otrzymanego osadu izolowano jadra komor-
kowe przez homogenizacje w roztworze 2,0 M sacharozy, 10 mM Tris-
-HCl, pH 7,5, 4 mM MgCl, i wirowanie przy 32 000 obr./min w ciggu
45 minut w ultrawiréwce MSE.

Chromatyne jadrowa otrzymywano wedlug metody Spelsberga i Hni-
licy (1971), po uprzednim przemyciu jader komoérkowych w roztworze
0,33 M sacharozy, 10 mM Tris-HC1 pH 17,5, 0,5% Triton X-100. Poste-
powanie to mialo na celu unikniecie ewentualnego zanieczyszczenia bia-
tek chromatyny biatkami pochodzgcymi z blon jadrowych. Jadra komor-
kowe homogenizowano trzykrotnie w 0,08 M NaCl, 0,02 M EDTA pH 6,3
i wirowano przy 4000 obr./min przez 10 minut.

Z chromatyny uzyskanej z kazdego z trzech obszaréw moézgu krolikéw
kontrolnych i krélikéw pt przeprowadzono ekstrakcje bialek rozpuszeczal-
nych w 0,35 M NaCl, pH 7,0, zgodnie z metodg opisang przez Goodwina
i wsp. (1973). Nierozpuszczalng chromatyne uwadniano w roztworze 1/100
SSC i pozostawiano w temperaturze —20°C lub izolowano z niej bezpo-
Srednio pozostate biatka niehistonowe. Bialka niehistonowe luzno zwig-
zane z chromatyng ekstrahowane 0,35 M NaCl precypitowano TCA do
stezenia 2% i otrzymywano frakcje LMG (low mobility group) oraz
frakcje HMG (high mobility group), rozpuszczalng w 2% TCA. Biatka
niehistonowe silnie zwigzane z chromatyng izolowano z chromatyny z po-
szczeg6lnych obszaré6w mozgu metodg opisang przez Gronowa i Griffithsa
(1971). Chromatyne jadrowa zawieszano dwukrotnie w roztworze zawie-
rajagcym 8,0 M mocznik w 50 mM buforze fosforanowym, pH 7,6. Zawie-
sine homogenizowano, pozostawiano na 30 minut w temperaturze +10°C,
a nastepnie wirowano 25000 X g przez 30 minut w temperaturze 4°C.
Polgczone supernatanty zawieraly bialka niehistonowe silnie zwigzane
z chromatyng. Roztwory bialek zageszczano za pomocg Sephadex-G 200.
Z nierozpuszczalnego materialu, pozostalego po ekstrakcji bialek niehi-
stonowych, eluowano histony za pomocg 0,4 N H,SO,. Pozostaly osad
zawieszano w buforze 0,05 M Tris-HCI, pH 8,0 z 1% SDS, ekstrahowano
w temperaturze 37°C przez 12 godzin (Tsitilou i wsp. 1979) i wirowano
5000 X g przez 20 minut. Supernatant zawieral biatka tzw. ,resztkowe”.
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Uzyskane frakcje bialek niehistonowych analizowano elektroforetycz-
nie w zelu poliakrylamidowym z SDS wedlug Laemmli (1971) w rurkach
i na plytkach lub zgodnie z Bhorjee i Pedersonem (1973) w 7,5% zelu
z 0,1% SDS w buforze fostoranowym, pH 7,0. W celu oznaczenia mas
czgsteczkowych bialek uzywano wzorcow firmy Pharmacia: rybonukleaza
(m.cz. 13700), chymotrypsynogen (m.cz. 25 000), owoalbumina (m.cz.
43 000), albumina (m.cz. 67 000), aldolaza (m.cz. 158 000). Stezenie biatka
oznaczano metoda Lowry i wsp. (1951). W roztworach zawierajacych
duze stezenia soli, mocznika i SDS biatlka oznaczano metodg turbidy-
metryczng. Stezenie DNA w chromatynie oznaczano spektrofotometrycz-
nie przy 260 nm w roztworze 5 M mocznika.

WYNIKI

Do badan wykorzystano cale moézgi kréolikow pt i zdrowych oraz wy-
dzielone struktury anatomiczne: platy moézgowe (kora z obszarem pod-
korowym), mézdzek i pien mézgu. Stanowily one odpowiednio 59 * 5%,
16 £2% i 25 +4%0 masy calych mozgow.

Zawartos¢ DNA oraz poszczegélnych frakeji bialek jadrowych uzy-
skanych z jagder komoérkowych calych moézgéw krolikéw pt i zdrowych
nie réznig sie w sposéb istotny (tab. 1). Nie stwierdzono takze istotnych

Tabela 1. Zawarto$¢ DNA i bialek w jadrach komoérek moz-
gowych (mg/100 g tkanki mozgowej)

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

Kroliki kontrolne  Kroliki pt
Control rabbits pt rabbits

DNA 87,6 88,1
Biatko catkowite 420,8 417,5
Total protein

Biatka rozp. w 0,08 M 132,6 134,0

NaCl, 0,02 M EDTA
Proteins soluble in 0.08 M
NadCl, 0,02 M EDTA
Bialka rozp. w 0,35 M

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

NaCl
Biatka niehistonowe silnie

zwigzane z chromatyna 57,1 55,8
Nonhistone proteins tightly

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

Wyniki podano na podstawie 3—5 oznaczen
Results are given on the basis of 3—5 estimations
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réznic pomiedzy zawartoscia chromatyny w takich samych obszarach
mozgu krolikow pt i zdrowych (tab. 2).

Wykazano natomiast wyrazne réznice w stosunkach bialek niehisto-
nowych do DNA w poszczegélnych obszarach mézgu. Najwyzszy stosunek
bialek niehistonowych do DNA wystepowal w chromatynie otrzymanej
z platow moézgowych (2,85 u krolikow kontrolnych), a najnizszy w mozdz-
ku (2,10 u krélikéw kontrolnych). Réznice te wynikajg gléwnie z niejed-
nakowej zawartosci bialek niehistonowych luzno zwigzanych z chroma-
tyna.

Tabela 2. Bialka chromatyny roznych obszaréw mozgéw krolikow kontrolnych i krolikow pt
(mg/mg DNA)
Table 2. Chromatine proteins in different brain regions in control and pt rabbits (mg/mg DNA)

Platy mozgowe Mozdzek Pien
Brain hemispheres Cerebellum Brainstem
Biatko calk. kontrola 2,8540,35 2,104+0,31 2,454-0,25
Total protein control
pt 2,93+0,31 2,19--0,24 2,50+0,34
Bialka rozp. kontrola 0,61+0,10 0,354-0,08 0,50-+0,10
0,35 M NaCl control
Proteins soluble in 0.35 M pt 0,63-+0,09 0,32--0,05 0,53-+0,08
NaCl
Bialtka silnie zwiazane
z chromatyng kontrola 0,604-0,10 0,5140,98 0,564-0,10
Proteins tightly chroma-
tine-bound control
pt 0,584-0,08 0,51+0,12 0,58-+0,12
Histony kontrola 0,68+0,12 0,724+0,15 0,734+0,15
Histones control
pt 0,704-0,15 0,70--0,12 0,75--0,10
Bialka,, resztkowe” kontrola 0,254+0,12 0,224-0,10 0,2240,09
,,Residue’ proteins control
pt 0,26-+0,08 0,23+0,14 0,24+0,12

Wyniki podano jako s$rednie arytmetyczne z 3—5 oznaczen oraz odchylenie
standardowe

Results are means from 3—5 estimations * standard deviations.

Zawartos¢ bialek niehistonowych silnie zwigzanych z chromatyng rézni
sie bardzo nieznacznie w badanych obszarach mozgu. Najwyzsza zawar-
tos¢ bialek niehistonowych rozpuszczalnych w 0,35 M NaCl stwierdzono
w platach mézgowych — 0,61 mg/l mg DNA, najnizszg w mozdzku —
0,35 mg/l mg DNA. Stezenie histonéw i biatek resztkowych w chroma-
tynie trzech badanych obszaré6w moézgu nie rozni sie w sposob istotny.

Biatka luzno zwigzane z chromatyng (frakcja LMG) poddawano elek-
troforezie w zelu poliakrylamidowym z SDS. W trakcie elektroforezy we-
diug Laemmli (1971) rozdzielaly si¢ one na 32 pasma o roéznej intensyw-
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nosci (kilka frakcji biatkowych pozostaje zamaskowanych pomiedzy pas- ~
mami o duzej intensywnos$ci). Masy czasteczkowe bialek LGM pozosta-
waly w granicach 11 000—165 000. Obrazy elektroforetyczne tych bialek,
otrzymanych z chromatyny trzech obszaréw mozgu, zaréwno krélikow
kontrolnych, jak i pt, réznig sie¢ nieznacznie; sg to gtownie roznice ilo$-
ciowe w zawartosci frakeji biatkowych (ryc. 1).

158 94 67 43 25 13,7 kDa
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Ryc. 1. Wykresy densytometryczne elektroforegramoéw biatek LMG (elektroforeza |
wg Laemmli 1971) z réznych obszaréw moézgu krolikow kontrolnych: a — platy
mozgowe, b — mozdzek, ¢ — pien moézgu
Fig. 1. Densitometric scans of LMG proteins electrophoregrams (electrophoresis
according to Laemmli 1971) from different brain regions of control rabbits: a —
cerebral hemispheres, b — cerebellum, ¢ — brain stem

Poréwnanie densytogramoéw z rozdzialéw elektroforetycznych bialek
LMG mozgéow krolikéw kontrolnych i krélikéw pt ilustrujg kolejne wy-.
kresy: z platow mézgowych — rycina 2 i z pnia mézgu — rycina 3. Nieco
wieksze réznice widoczne sg w obrazie elektroforetycznym bialek LMG
otrzymanych z chromatyny moézdzkéw. Biatka LMG z moézdzkéow kroli-
kéw pt zawieraja dodatkowa frakcje o m.cz. okolo 80 000 oraz wykazujg
inny profil rozdzialu biatek o m.cz. 110 000—95 000 w poréwnaniu z kon-
trolg (ryc. 4).

Bialtka niehistonowe ekstrahowane z chromatyny jader komoérek méz-
gu mocznikiem dawatly zblizony, ale nie identyczny obraz elektrofore-
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tyczny, zar6wno pod wzgledem iloSciowym, jak i jakosciowym, z frakcja-
mi LMG (ryc. 5).

Bialka niehistonowe silnie zwigzane z chromatyng rozdzielaly sig
w trakcie elektroforezy na 26 pasm o roéznej intensywnosci. W obrazie
elektroforetycznym stwierdzono tylko nieznaczne réznice iloSciowe tych
bialek pochodzgcych z réznych obszaréw moézgu krolikow zdrowych. Po-

158 9% 67 43 25 13,7 kDa
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Ryc. 2. Wykresy densytometryczne elektroforegraméow biatek LMG (elektroforeza
wg Laemmli 1971) z platéw moézgowych: a — kroliki kontrolne, b — kroliki pt

Fig. 2. Densitometric scans of LMG proteins electrophoregrams (electrophoresis
according to Laemmli 1971) from cerebral hemispheres: a — control rabbits, b —
pt rabbits

rownawcza analiza bialek niehistonowych silnie zwigzanych z chroma-
tyng, otrzymanych z mézdzkéw krélikow kontrolnych i pt, wykazala ist-
nienie réznic w ich obrazie elektroforetycznym (ryc. 6). Biatka niehisto-
nowe z moézgow krolikow pt charakteryzuje obecno$¢ dodatkowej frakcji
o m.cz. 56 000 oraz znacznie wyzsza zawartos¢ frakcji bialkowych o m.cz.
44 000, 115000 i 140 000, w poréwnaniu z kontrolg.

OMOWIENIE

Przeprowadzone badania pozwolily na poréwnanie bialek niehistono-
wych w réznych obszarach anatomicznych mozgu, wykazaly rowniez, ze
genetycznie uwarunkowane schorzenie prowadzgce do uszkodzenia o$rod-
kowego ukladu nerwowego ma wplyw na sklad biatek niehistonowych
mozgu. Nie stwierdzono natomiast istotnych roznic w zawartosci DNA
i w ilosci poszczegdlnych frakeji bialkowych w jadrach komoérek moézgu
pomiedzy mutantem pt oraz kroélikiem kontrolnym.
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Poréwnanie skiadu chromatyny otrzymanej z trzech badanych obsza-
row mozgu krolikow pt i kontrolnych wykazalo, ze najwyzsza zawarto$cig
bialek niehistonowych w stosunku do DNA charakteryzuje sie chroma-
tyna platow moézgowych, najnizszg chromatyna moézdzku. Réznice te sg
spowodowane znacznie wyzsza zawartoscig biatek niehistonowych roz-
puszczalnych w 0,35 M NaCl w ptatach mézgowych, w poréwnaniu z in-
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Ryc. 3. Wykresy densytometryczne elektroforegraméw bialek LMG (elektroforeza
wg Laemmli 1971) z pnia mézgu: a — kroéliki kontrolne, b — kroliki pt
Fig. 3. Densitometric scans of LMG proteins electrophoregrams (electrophoresis
according to Laemmli 1971) from brain stem: a — control rabbits, b — pt
rabbits

nymi badanymi strukturami moézgowia, co prawdopodobnie jest zwigzane
ze znacznie wyzsza aktywnoscig metaboliczng kory moézgowej (Mc Ewen
1 wsp. 1972). Wyzszg zawartos¢ bialek niehistonowych w korze mézgowej
szczura w poréwnaniu z innymi obszarami moézgu stwierdzili Fujitani
i Holoubek (1974), przy czym dotyczylo to biatek luzno zwigzanych
z chromatyng. Wykazano takze wyzsza aktywnos$¢ metaboliczng biatek
chromatyny rozpuszczalnych w 0,35 M NaCl (Umansky i wsp. 1976), ich
stymulujacy wplyw na procesy transkrypcji (Kostraba i wsp. 1975) oraz
zmiany w skladzie iloSciowym i jako$ciowym w czasie rozwoju i rézni-
cowania (Heizman i wsp. 1980; Bojanovic i wsp. 1981).

Skiad ilosciowy i jakosciowy bialek niehistonowych mozgu byt przed-
miotem wielu badan. Zastosowanie metod elektroforetycznych pozwolilo
na wykazanie ich homologii, jak rowniez réznic gatunkowych i tkanko-
wych. Liczba i natezenie prazkéw oraz plam uzyskanych w trakcie elek-
troforezy bialek niehistonowych jest rézna w pracach poszczegélnych
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autoréw, co wynika zaréwno z metod stosowanych do izolowania bialek,
jak i sily rozdzielajacej ukladu elektroforetycznego. Za pomocg metod
elektroforetycznych wykazano ograniczong swoistos¢ bialek niehistono-
wych w roznych obszarach moézgu oraz swoisto$¢ zwigzang z rodzajem
komorek (Fujitani, Holoubek 1974; Choie i wsp. 1977; OH’Hara i wsp.
1977; Tsitilou i wsp. 1979; Heizman i wsp. 1980). Fleischer-Lambrapoulos
i Pollow (1978), w bardzo precyzyjnych badaniach polegajacych na roz-
dziale bialek niehistonowych izolowanych z komoérek nerwowych i gle-
jowych na mikrokapilarach oraz preparatywnym izoogniskowaniu, otrzy-
mali 1200 frakeji bialkowych i wykazali ich wyrazng swoistos¢ komor-
kowa.

158 4 67 43 25 13,7 kDa
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Ryc. 4. Wykresy densytometryczne i zdjecia elektroforegraméw bialek LMG (elek-
troforeza wg Laemmli 1971) z moézdzkéw: a — kroliki kontrolne, b — kréliki pt

Fig. 4. Densitometric scans and photographs of LMG proteins electrophoregrams
(electrophoresis according to Laemmli 1971) from cerebellum: a — control rabbits,
b — pt rabbits

Przeprowadzone przez nas poroOwnanie bialek niehistonowych z réz-
nych obszaréw moézgu krolikow wykazalo nieznaczne réznice w ich skila-
dzie, gléwnie ilosciowe. Analiza odpowiadajgcych sobie frakcji bialek nie-
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histonowych z moézgéw krolikéw zdrowych i mutantéow pt wykazala ist-
nienie pewnych roéznic w ich skladzie ilosSciowym i jakosciowym, zwlasz-
cza w bialtkach wypreparowanych z moézdzkéow. Wsrod bialek LGM kro-
likow pt obserwuje sie dodatkowa frakcje o m.cz. okolo 80 000 oraz roz-
nice w rozdziale frakcji m.cz. 110 000—95 000. W biatkach niehistonowych
ekstrahowanych mocznikiem z mézdzku krélikow pt stwierdzono obec-
nos¢ dodatkowego pasma o m.cz. 56 000 oraz znacznie intensywniejsze
w poréwnaniu z kontrolg pasma bialek o m.cz. 140 000, 115000 i 44 000.

Niewielkie, trudne do uchwycenia réznice w skladzie biatek niehisto-
nowych mogg by¢ spowodowane faktem, ze przewazajgca ich cze$¢ spel-
nia w komoérkach podobne funkcje enzymatyczne i strukturalne oraz ma
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Ryc. 5. Wykresy densytometryczne elektroforegraméw bialek LMG i bialek silnie
zwigzanych z chromatyng (elektroforeza wg Laemmli 1971) z mézgoéw krolikéw kon-
trolnych: a — bialka LMG z ptatow moézgowych, b — bialka silnie zwigzane z chro-
matyng z platow mozgowych, ¢ — biatka LMG z moézdzku, d — bialka silnie zwig-
zane z chromatyng z moézdzku
Fig. 5. Densitometric scans of LMG proteins and proteins tightly chromatine-bound
(electrophoresis according to Laemmli 1971) in brains of control rabbits: a — LMG
proteins from cerebral hemispheres, b — proteins tightly chromatine-bound from
cerebral hemispheres, ¢ — LMG proteins from cerebellum, d — proteins tightly
chromatine-bound from cerebellum
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podobng lokalizacje w chromatynie, a tylko nieznaczna ilos¢ wykazuje
Scislg swoistos¢ i moze peli¢ funkcje regulacyjne. Obserwowane roéznice
w skladzie bialek niehistonowych w mozgach krolikéw zdrowych i kro-
likow pt — mutantéw neurologicznych, moga by¢ wyrazem zaburzen me-
tabolizmu w osrodkowym ukladzie nerwowym.
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Ryc. 6. Wykresy densytometryczne i zdjecia elektroforegraméw bialek niehistono-
wych silnie zwigzanych z chromatyng (elektroforeza wg Laemmli 1971) z mézdzkow:
a — kroliki kontrolne, b — kroliki pt
Fig. 6. Densitometric scans and photographs of nonhistone tightly chromatine-bound
proteins (electrophoresis according to Laemmli 1971) from cerebellum: a — control
rabbits, b — pt rabbits

NONHISTONE NUCLEAR PROTEINS FROM DIFFERENT REGIONS
OF HEALTHY AND PT RABBITT'S BRAIN

Summary

The nonhistone chromosomal proteins from three different anatomical brain
regions of the pt rabbit mutant were compared with those from control rabbit.
The amount of the nonhistone chromosomal proteins is characteristic of each
studied brain region and similar in the brains of pt and control rabbits. Two
fractions of the nonhistone chromosomal proteins: LMG and tightly bound were
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analysed by SDS electrophoresis. Some quantitative and qualitative differences
were found to exist between nonhistone proteins obtained from the cerebellum
of the pt rabbits and from the cerebellum of the control group.

HEI'MCTOHOBBIE BEJIKU XPOMATUHA U3 PA3HbIX PAMOHOB MO3TrA
KPOJIMKA PT U 3JOPOBOI'O

Pe3ome

I'[pose)J,eHo CPAaBHEHHUE HETUCTOHOBBIX GENIKOB BBIJIEJICHBIX M3 XpOMAaTHHA AHATOMHYECKH

pa3HbIX O0yacTeif Mo3ra KpOJIMKOB—MYTAaHTOB C HACJEACTBEHHBIM JPOXKATEIbHBIM IApaidyeM
(pt) ¥ KOHTPOJIBHBIX KUBOTHBIX. KOHLEHTPALMA HETHCTOHOBBIX OEJIKOB HE pa3jinyajach B MO3rax
KPOJIMKOB Pt M KOHTPOJIbHBIX M ObljIa BBIIIE B NOJYLIAPHAX [OJOBHOTO MO3ra, YeM B MO3XKEYOKE.
C nomouibio 31eKTpodope3a B MOTHAKPHIAMHIHOM JKejie ObUIO MOKAa3aHO HaJWYHE KOMIIOHEH-
TOB NPOYHO W HENPOYHO CBS3AHBIX HETMCTOHOBBIX OEJIKOB, PAa3/IMYAIOLIMXCS B MO3rax KpOJIMKa
pt ¥ KOHTPOJIbHBIX KUBOTHBIX.
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BLOOD-BRAIN EXCHANGE IN VARIOUS REGIONS
OF THE LIMBIC SYSTEM. MORPHOMETRIC STUDIES*
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The terminal vessels of the central nervous system have for many
years been the subject of studies carried out in our Laboratory (Luka-
szyk et al. 1984; Wrzoltkowa et al. 1984; Kraszpulski et al. 1985; Lukaszyk
1985; Kraszpulski, Wrzotkowa 1986; Wrzotkowa, Lukaszyk 1987). Our
previous morphometric studies carried out in the light microscope on
healthy, adult individuals, have shown a difference in the vascularization
density in the motor, limbic and visual cortex of the cat and rat (Wrzol-
kowa et al. 1984) and in particular nuclei of the cat amygdaloid body
(Kraszpulski et al. 1985). We have also ascertained differences in the
vascularization density in various areas of the cat limbic system (amyg-
daloid body — 190 +45 and limbic cortex from the region of the sulcus
cruciatus — 241 £47 vessels per mm?). We suggested that these results
may be dependent on the differences in the phylogenesis of the investi-
gated areas.

In order to verify the above hypothesis, in the present paper, the
vascularization density in old and new cortex (archi- and neocortex) are
compared. Specimens obtained from three regions of the limbic system:
hippocampus (archicortex), the region of sulcus cruciatus and the gyrus
cinguli (neocortex) were studied. The following morphological patterns
of blood-brain exchange were studied: the number of capillary vessels
per 1 mm?, the ratio of the circumferences of these vessels and their
cross-sectional area to the tissue area, and the mean cross-sectional area
of a single terminal vessel.

MATERIAL AND METHODS

The studies were performed on 272 specimens obtained from 11
healthy, adult cats. From each individual 5—60 specimens were exa-
mined. Thirty specimens from the hippocampus represented the archi-

* Supported by Polish Academy of Sciences, Grant No 06.02.II.1.5.
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cortex, 88 specimens from gyrus cinguli and 154 from sulcus cruciatus
represented the neocortex.

The location of the chosen area, preparation of specimens and
semi-automatic data collection were carried out according to the method
described in the previous paper (Kraszpulski et al. 1985). The results
obtained were analysed by one-way ANOVA followed by multiple com-
parison procedure (Tukey) with a significance level o = 0.05 (Johnson,
Leone 1977).

RESULTS

The number of terminal vessels per 1 mm? of tissue in the examined
specimens from different regions of the limbic system varied between
123 and 385. The mean values for particular regions were: hippocam-
pus — 168 £ 31, sulcus cruciatus — 255 £48 and gyrus cinguli — 279 +48
(Fig. 1). Statistically significant differences in the vascularization density
were found among all examined regions.
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Fig. 1. Vascularization density in the various regions of the limbic system. H —
hippocampus, B — sulcus cruciatus, Z — gyrus cinguli, -®- statistically significant
differences according to Tukey’s test (a = 0.05)

Ryc. 1. Gesto$é unaczynienia terminalnego w roznych okolicach ukladu limbicznego.
H — hipokamp, B — bruzda krzyzowa, Z — zakret obreczy, -®- statystycznie
istotna réznica w tescie Tukeya (a = 0,05)

The ratio of terminal vessel circumferences to tissue cross-sectional
area, representing in two-dimensional specimens the area of exchange
between blood and the tissue surrounding the vessels, ranged in the
examined specimens from 3.76 X 10— to 14.75 X 10— um/um? The mean
values for the examined regions of the limbic system were: hippocam-
pus — 6.06 X 1073+1.37 X 1073 pum/um? sulcus cruciatus — 9.21 X
X 1073+1.89 X 1073 um/um?, gyrus cinguli — 9.75 X 1073+1.54 X 1073
um/um? (Fig. 2). Statistically significant differences were found between
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the hippocampus and the sulcus cruciatus and between the hippocampus
and the gyrus cinguli, whereas comparison of the sulcus cruciatus with
the gyrus cinguli did not reveal any significant differences.

The ratio of terminal vessel area to tissue cross-sectional area ranged
from 6.49 X 1072 to 36.09 X 1073 um?/um?. The mean values for the exa-
mined regions of the limbic system were: hippocampus — 13.07 X 1072 +
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Fig. 2. Ratio of circumference of vessels to tissue area in the various regions of
the limbic system. H — hippocampus, B — sulcus cruciatus, Z — gyrus cinguli,
-0~ statistically significant differences according to Tukey’s test, -®- statistically
insignificant differences according to Tukey’s test (a = 0.05)
Ryc. 2. Stosunek obwodéw naczyn terminalnych do powierzchni tkanki w réznych
okolicach ukladu limbicznego. H — hipokamp, B — bruzda krzyzowa, Z — zakret
obreczy, -o- statystycznie istotna réznica w tescie Tukeya, -®- statystycznie nie-
istotna réznica w tescie Tukeya (a = 0,05)
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Fig. 3. Ratio of vessel area to tissue area in the various regions of the limbic sy-

stem. H — hippocampus, B — sulcus cruciatus, Z — gyrus cinguli, -®- statistically

significant differences according to Tukey’s test, -o- statistically insignificant dif-
ferences according to Tukey’s test (« = 0.05)

Ryc. 3. Stosunek powierzchni naczyn terminalnych do powierzchni tkanki w roéz-

nych okolicach ukladu limbicznego. H — hipokamp, B — bruzda krzyzowa, Z —

zakret obreczy, -®-statystycznie istotna roéznica w tescie Tukeya, -o- statystycznie
nieistotna réznica w tescie Tukeya (a = 0,05)
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£3.79 X 1073 pm?*um?, sulcus cruciatus — 19.78 X 1073%£5.43 X 1073
um?/um?, gyrus cinguli — 20.03 X 1073%£3.71 X 1073 um*um? (Fig. 3).
Statistically significant differences were found between the hippocampus
and the sulcus cruciatus and between the hippocampus and the gyrus
cinguli. Comparison of the sulcus cruciatus with the gyrus cinguli did
not reveal any significant differences.

The mean values of the cross-sectional area of a single terminal vessel
in the examined regions of the limbic system were: hippocampus —
77 £ 14 um?, sulcus cruciatus — 78 £19 pm?, gyrus cinguli — 73 £12 pum?
(Fig. 4). These values did not reveal any statistically significant diffe-
rences between particular regions.

(um?

ey

Fig. 4. Mean area of a single terminal vessel in the various regions of the limbic
system, H — hippocampus, B — sulcus cruciatus, Z — gyrus cinguli, -o- statistically
insignificant differences according to Tukey’s test (o = 0.05)

Ryc. 4. Srednia powierzchnia jednego naczynia terminalnego w roéznych okolicach
ukladu limbicznego. H — hipokamp, B — bruzda krzyzowa, Z — zakret obreczy,
-0- statystycznie nieistotna réznica w tescie Tukeya (a = 0,05)

DISCUSSION

The above results of the morphometric evaluation of the terminal
vessel system enable us to find statistically significant differences in
respect to the three examined parameters among the examined regions
of the limbic system.

The hippocampus belonging to the archicortex differs distinctly from
the examined regions of the neocortex (sulcus cruciatus and gyrus cin-
guli) showing less vascularization density, a lower area of blood-brain
exchange and a lower area of blood flow for a brain area unit. A signi-
ficant difference between the sulcus cruciatus and the gyrus cinguli
refers only to the vascularization density, the values of other parameters
remaining the same.

- The mean cross-sectional area of a single terminal vessel in the spe-
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cimen was identical in all examined regions of the limbic system. As-
suming a random section angle of particular vessels, it means that the
capillary vessels were similar in size both in the hippocampus and in
the examined areas of the neocortex.

The differences showed in terminal vessels of both the hippocampus
(archicortex) and the previously examined (Kraszpulski et al. 1985) amyg-
daloid body (paleocortex), in comparison with the sulcus cruciatus and
the gyrus cinguli belonging to the neocortex, seem to confirm our pre-
vious suppositions as to the connection between these differences and
the phylogenetic development of the brain.

The terminal vascularization could thus be another morphological
feature differentiating the allo- and isocortex regions. Hovewer, the dif-
ferent vascularization density in the sulcus cruciatus and the gyrus
cinguli as well as differences existing in the vascularization of particular
nuclei of the amygdaloid body (Kraszpulski et al. 1985) signal the pos-
sible existence of other sources of this variation.

The literature data also point to differences in vascularization of the
brain connected with the ontogeny level (Bar 1978; Meier-Ruge et al.
1980; Bell, Ball 1981) or with damages caused experimentally — protein
deficiency in the first days after birth (Conradi et al. 1979), thyroid gland
indisposition (Eayrs 1954) or brain ischemia (Imddahl, Hossmann 1986).
These differences in the terminal vascularization of the brain are pro-
bably related to various mechanisms governing the organism functions in
physiological conditions. Some of these mechanisms may also play a role
in the development of terminal vascularization in phylogenetically dif-
ferent brain regions.

It cannot, however, be forgotten that the limbic system examined
by us is characterized by a wide functional differentiation (Fonberg
1968; Adamec, Stark-Adamec 1983; Ellis, Kesner 1983; Femano et al.
1983; Lehman, Winans 1983; Caudarella et al. 1984). Thus, the role of the
physiological function of the examined region may be the most signifi-
cant factor connected with the development of the vessel system in fhese
areas.

WYMIANA KREW—MOZG W WYBRANYCH OKOLICACH UKLADU
LIMBICZNEGO. BADANIA MORFOMETRYCZNE

Streszczenie

W celu poréwnania wybranych parametréw unaczynienia terminalnego w réz-
nych filogenetycznie strukturach ukladu limbicznego zbadano liczbe naczyn wilo-
sowatych na 1 mm?® tkanki, stosunek powierzchni ich przekrojow do powierzchni
tkanki, stosunek sumy ich obwodéw do powierzchni tkanki oraz §rednig powierzch-
nie jednego naczynia terminalnego w skrawku. Przedmiotem badan byly 272 wy-
cinki z 11 mézgéw dorostych kotéw, pochodzace z hipokampa (archicortex) oraz
bruzdy krzyzowej i zakretu obreczy (neocortex).

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze hipokamp (archicortex)
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zdecydowanie odbiega od badanych okolic neocortex, wykazujagc mniejszg gestosé
unaczynienia terminalnego, mniejszy stosunek obwod6éw naczyn terminalnych do
powierzchni tkanki (wykladnik powierzchni wymiany krew—tkanka) i mniejszy
stosunek powierzchni tych naczyn do powierzchni tkanki (wykladnik powierzchni
przeptywu). Miedzy bruzdg krzyzowa a zakretem obreczy statystycznie istotna roéz-
nica zachodzila jedynie w gestosci unaczynienia. Wielko$¢ badanych naczyn ter-
minalnych byla podobna we wszystkich poréwnywanych okolicach ukladu limbicz-
nego mozgu kota.

OBMEH KPOBBb — MO3I' B HEKOTOPBIX OBJIACTSIX JIMMBUYECKON CUCTEMbI
MOP®OMETPUYECKUE UCCJIIEHOBAHU S

Pe3wowme

Y1066l cpaBHATH H3OpaHHBIE MapaMeTpbl TEPMHHAIBHOIO Kposmﬂaﬁxennx} B (Guyorene-
THYECKK Ppa3HbIX 00JacTAX JTMMOHYECKOW CHCTEMBI, HCCIIEAOBAIOCh KOJIHYECTBO KamMIISpOB
B 1 mm? TKaHu, COOTHOLIEHHE IUIOLIAJA MX MOMEPEYHOro CEYeHWs K IUIOLIAJK TKAHU, COOTHO-
LIEHHE CYMMBI MX OKPY)XHOCTH K IUIOLIAAM TKAaHH, a TAKKe CPEIHIOI0 IUIOHIA/lb OAHOTO TEPMH-
HAJILHOTO cocyaa B cpe3e. buimu necnenosanbl 272 orpeska u3 11 Mo3roB B3pocibix Komek. OTpes=
KM ObUIH B3AThIE M3 TMIOKAMHAlILHOW KOpHI (archicortex) a Takxe KpecTLOBOM GOpO3abl M mOsiC-
HOM M3BWIMHBI (neocortex). Pe3ynbTaThl MCCIIENOBAHMM MOKA3alaM, YTO archicortex 4eTkKo OTIIH-
YaeTCsi OT HMCCIEeJOBaHHBIX OOIacTell neocortex, NMPOSIBJISII MEHBUIIYIO TYCTOTY TEPMHHAJBHOTO
KPOBOCHA0KEHHUS, MEHbIIIEE OTHOLLIECHHE OKPYXKHOCTEH TEPMHHAJIBHBIX COCYIOB K IUIOMANH TKAHA
(moxa3arens miomand obMeHa KpOBb — TKaHb) M MEHbIIEE OTHOILCHHE IUIOIIAAM 3THX COCYIOB
K IUIOIIAAK TKaHK (TOKa3aTesb MIomaan nporoka). CTaTHCTHYECKH CYILECTBEHHAS Pa3HHLA MEXIy
KpeCTIOBOM GOpO310i M MOACHOM WM3BMJIMHOM Kacalach TOJIBKO TYCTOTHI KpOBOCHaOxeHHs Be-
JIMYMHA MCCIIEIOBAHHBIX TEPMHHAJIBHBIX COCYIOB ObljIa CXOAHAs BO BCEX CPABHHBAEMBIX 00JacTAX
JIMMOHYECKOH CHCTEMBI MO3ra KOILIKH.
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RELATIONS BETWEEN NERVE TERMINALS AND COMPONENTS
OF TERMINAL VESSELS OF THE CAT AMYGDALOID BODY*

Laboratory of Electron Microscopy, School of Medicine, Gdansk

The application of morphometric analysis in the evaluation of terminal
vessels in central nervous system has enabled numerous scientists to dis-
cover that they have their own characteristic features dependent on the
location, age and nutrition, changing in different physiological and pa-
thological conditions (Bér, Wolff 1977; Conradi et al. 1979; Maier-Ruge
et al. 1980; Bell, Ball 1981; Imdahl, Hossmann 1986).

The morphometric investigations carried out in our laboratory com-
prised both terminal vessels and perivascular nerve terminals. We found
some ultrastructural features in the examined regions of the cat and rat
cerebral cortex, suggesting the possibility of functional relations between
perivascular nerve terminals and components of terminal vessel walls
(Lukaszyk et al. 1984). We have also found that there are some features
differentiating the examined areas of the cortex from one another as has
also been confirmed at the light microscope level (Wrzotkowa et al. 1984).
Taking for granted that these differences are the reflection of an active
differentiation of the examined regions of the brain, we have carried
out further investigations on the amygdaloid body consisting of numerous
nuclei varying in structure, function, and connections (Koikegami 1963;
Fonberg 1968; Juraniec et al. 1974; Narkiewicz et al. 1978; Kevetter, Wi-
nans 1981a, b; Femano et al. 1983).

In our investigations of the amygdaloid body terminal vessels at the
light microscope level we distinguished two groups of nuclei: basal-late-
ral and central-medial-cortical (Kraszpulski et al. 1985). However, mor-
phometric examinations of the ultrastructural components of terminal
vessels showed stability of the features examined within the amygdaloxd
body (Lukaszyk 1985).

Assuming, on the basis of other author’s observations and our previous

* Supported by Polish Academy of Sciences, Grant 06-02.I1.1.5.
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studies (Rennels, Nelson 1975; Swanson et al. 1977; Edvinsson et al. 1979;
Lukaszyk et al. 1984) that the terminal vessels in the central nervous
system may constitute together with the perivascular nerve terminals
an active conjugate unit, we included some of their features in the mor-
phometric analysis.

This required extension of statistical methods. The previcusly used
one-dimensional analysis of variance did not take into account prospec-
tive connections between particular examined features defining vessels
of nerve terminals. The multivariate analysis of variance (MANOVA)
used in this paper is based on joint consideration of all examined featu-
res of vessels and perivascular nerve terminals taking into account cor-
relations between them.

The purpose of the present work is the examination of the relations
existing between the perivascular nerve terminals and components of
terminal vessels and checking if these relations are differentiate between
the examined nuclei of the cat amygdaloid body.

MATERIAL AND METHODS

The examinations were carried out on the material obtained from
8 adult cats. The subject of the examinations were specimens taken from
5 nuclei of the amygdaloid body (lateral, basal, central, medial and cor-
tical).

The material was obtained and prepared for examination in a stan-
dard way (Wrzotkowa et al. 1984; Kraszpulski et al. 1985). The accuracy
of the specimens obtained was checked in semi-thin sections stained with
toluidine blue.

Ultra-thin sections were examined with JEM TA electron microscope.
332 sections of terminal vessels and 319 “close” synapses were examined
(“close” meaning the nerve terminal separated from the vascular base-
ment membrane by a cell process not wider than 40 nm or adhering
immediately to the basement membrane along a small segment). Elec-
tronograms of whole terminal vessel sections magnified X 6500—11 000
as well as electronograms of “close” axon terminals magnified X 14 000—
—20 000 were analysed morphometrically by means of an accordingly
programmed WANG 2200 VP minicomputer. The quantity and type of
the data put into the computer and the activities associated with it were
identical to the previously described ones (Lukaszyk 1985). Additionally,
information connected with “close” axon terminals was introduced into
the computer memory.

The computer outprint contained the following data: whole vessel
lumen surface area and vessel walls endothelium and pericyte surface
area, vessel circumference, endothelium external circumference, vessel
lumen circumference, length of lines of direct and whole adherence of
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pericytes to endothellium, area and circumference of synapse, length of
lines of adherence of “close” axon terminals to vessel wall, number of
“close” synapses contacting other nervous processes, number of axon ter-
minals with spherical, flattened and mixed vesicles and number of sy-
napses containing granular vesicles.

These sections of lines of complete adherence of pericytes in which
no basement membrane was seen were taken for lines of direct adherence
of pericytes to endothelium (Lukaszyk 1985). The part of the synapse
perimeter, which lay at the distance of 40 nm from the vessel wall, was
taken as the length of the line of adherence of the axon terminal to the
vessel. ’

Statistical evaluation of the results obtained was carried out by means
of a set of programmes in BASIC worked out in our Laboratory. The nor-
mality of distribution of the features examined was checked, and in cases
when the dissolution deviated from normal, an adequate data transfor-
mation (logarithmic, hyperbolic, logit or arcus sinus) was used. The re-
sults were tested by means of:

1. Simultaneous comparison procedure (Newman-Keuls’ test) after
carrying out a one-dimensional and one-agent analysis of variance.

Newman-Keuls procedure allowed for isolation of arithmetic mean
groups not differing from one another. The risk of error of the first kind
was taken into account for the whole comparison family and not only for
particular tests, reducing thus the possibility of a too big falsely positive
error in conclusions (Johnson, Leone 1977).

2. A set of procedures based on a MANOVA which (in contradistin-
ction to a one-dimensional analysis) takes into account the combined
influence of all features on the phenomenon described by them. The
ascertaining of the existence of the differences among the groups exa-
mined in reference to the simultaneously considered features was based
on the hypothesis of the equality of vectors of mean values in particular
groups. Conclusions were based on A-Wilks’ statistics approximated by
means of the F-Snedecor distribution.

Apart from the global comparison of 5 groups of results, comparisons
of particular pairs of groups were carried out making use of the same
algorithm. Additionally, in order to find prospective differences between
vectors of mean values in successive pairs of groups, Hoteling’s test T?
was applied. The T? statistics is built on the basis of the Mahalanobis D?
distance. For these pairs of groups, in which significant differences was
ascertained, combinations of features having the greatest influence on
these differences were chosen. A-Wilks’ statistics was taken for the cri-
terion denoting the discrimination force (Ahrens, Lauter 1979; Bartko-
wiak 1979).

The significant level accepted in evaluation of the results was a =
= 0.05.
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RESULTS

In five examined nuclei of the cat amygdaloid body no differences
in the medium size of “close” synapses were found. Both the surface area
(Fig. 1) and the circumference of these axon terminals (Fig. 2) did not
distinguish the nuclei from one another. The Newman-Keuls test shows
in these cases the homogeneity of the group of 5 nuclei.

The length of the adherence section of the axon terminals to the ves-
sel was the next parameter examined (Fig. 3). The simultaneous compa-
rison procedure applied did not reveal any statistically significant dif-
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Fig. 1. Mean value of the surface area of axon terminals in particular nuclei:
C — central, PS — medial, P — basal, B — lateral, K — cortical

Ryc. 1. Srednia warto$é pola powierzchni kolbek w poszczegblnych jadrach: C —
centralne, PS — przysrodkowe, P — podstawne, B — boczne, K — korowe
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Fig. 2. Mean value of the circumference of axon terminals in particular nuclei:
C — central, PS — medial, P — basal, B — lateral, K — cortical

Ryc. 2. Srednia warto$é obwodu kolbek w poszczegbélnych jadrach: C — centralne,
PS — przysrodkowe, P — podstawne, B — boczne, K — korowe
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ferences among the examined nuclei. Synapses in 68%0 to 87%0 contained
only spherical vesicles (Fig. 4). The remaining axon terminals contained
mixed vesicles — spherical and flattened. Also in this case the New-
man-Keuls test showed the homogeneity of the 5 examined nuclei.

Some of the examined synapses contained additionally singular gra-
nular vesicles. The number of synapses with granular vesicles oscillated
in the particular nuclei from 10% to 29% (Fig. 5), showing homogeneity
within the examined group of 5 nuclei.

A part of the “close” synapses formed contacts with other nerve pro-
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Fig. 3. Mean value of the length of the line of adherence of the synapse to the

vessel in particular nuclei: C —central, PS — medial, P — basal, B — lateral,
K — cortical

Ryc. 3. Srednia warto§é diugosci linii przylegania kolbki' do naczynia w badanych
jadrach: C — centralne, PS — przysrodkowe, P — podstawne, B — boczne, K —
korowe
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Fig. 4. Fraction of spherical synapses in particular nuclei: C — central, PS —
medial, P — basal, B — lateral, K — cortical

Ryc. 4. Frakcja kolbek kulistych w poszczegblnych jadrach: C — centralne, PS —
przysrodkowe, P — podstawne, B — boczne, K — korowe
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cesses. The number of these synapses in particular nuclei varied from
22 to 35% (Fig. 6) and did not differentiate the examined nuclei of the
amygdaloid body.

The above parameters describing the axon terminals were all tested
together by means of multivariate analysis of variance. The surface area
of synapses was disregarded as too strongly correlated with their circum-
ference. The multivariate analysis of variance, taking into account the
remaining 5 synaptic features showed a lack of statistically significant
differences among the examined nuclei (Fig. 7a).
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Fig. 5. Fraction of synapses with granular vesicles in particular nuclei: C — central,

PS — medial, P -— basal, B — lateral, K — cortical

Ryec. 5. Frakcja kolbek z pecherzykami ziarnistymi w poszczegélnych jadrach: C —
centralne, PS — przysrodkowe, P. — podstawne, B — boczne, K — korowe
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Fig. 6. Fraction of synapses forming the contact in particular nuclei: C — central,
PS — medial, P — basal, B — lateral, K — cortical

Ryc. 6. Frakcja kolbek tworzacych styk w poszczegdlnych jadrach: C — centralne,
PS — przysrodkowe, P — podstawne, B — boczne, K — korowe
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Examination of the “close” synapses would not be complete if the
terminal vessels, near which the terminals are found, were not considered.
The Newman-Keuls test carried out on 10 examined vessel parameters

showed, for each of them, homogeneity of groups of 5 nuclei (Lukaszyk
1985).

¢
Fig. 7. Results of the multi-variate analysis of variance for the following features:
a — synaptical, b — vascular, ¢ — synaptical and vascular. Nuclei: C — central,

PS — medial, P — basal, B — lateral, K — cortical, straight line — lack of diffe-
rences, wavy line existing difference
Ryc. 7. Wyniki wielowymiarowej analizy wariancji dla cech: a — kolbkowych, b —
naczyniowych, ¢ — kolbkowych i naczyniowych. Jgdra: C — centralne, PS — przy-
$rodkowe, P — podstawne, B — boczne, K — korowe, linia prosta — brak roéznic,
linia falista — istnieje réznica
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Multivariate analysis of variance of these parameters was preceded
by examination of the coefficients of their mutual correlation (Tab. 1).
After rejection of too strongly correlated parameters (correlation coef-
ficient >>0.7) the endothelium area, the pericyte area, the endothelium
circumference, the length of the whole and “close” adherence cf pericytes
to the endothelium remained the subject of a further analysis. As a result
of the statistical procedures applied a significant differences among the

Table 1. Coefficients of the mutual correlations of the examined vascular features
Tabela 1. Wspblczynniki wzajemnej korelacji badanych cech naczyniowych

Parameters AVL AE AVW AP AWV CVL CE CWVLWAPLCAP
Parametry PSW PSR PSC PP PCN OSW OSR OCN LCPP LBPP
*Area of the vessel lumen
(AVL)
*Pole $wiatla naczynia
(PSW)

Area of endothelium (AE) 0.30
Pole $rodblonka (PSR)
*Area of the vessel wall
(AVW) 0.23 .. 0.71
*Pole $ciany naczynia
(PSC)
Area of pericytes (AP) 0.33 0.06 0.51
Pole pericytow (PP)
*Area of the whole vessel

(AWV) 0.71 0.55 0.60 0.49
*Pole calego naczynia
(PCN)
*Circumference of the
vessel lumen (CVL) 0.78 0.40 029 0.38 0.91
*Obwod $wiatla naczynia
(OSW)
Circumference of endothe-
lium (CE) 0.73 0.64 0.54 033 096 0.93

Obwod $rodblonka (OSR)
*Circumference of the

whole vessel (CWV) 0.71 Q.53+ 063 0.55 097 089 094
*Obwod calego naczynia

(OCN)
Line of the whole adherence

of pericytes (LWAP) 030 0113 .0.01. 053 .0:14 049" 0.10. 017
Linia calkowitego przyle-

legania pericytow (LCPP)
Line of the close adherence

of pericytes (LCAP) 0.01 0.09 0.03 0.15 003 0.03 003 006 023
Linia bezposredniego przy-

legania pericytow (LBPP)

* Rejected correlated parameters
* Odrzucone skorelowane parametry
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examined nuclei in respect to the joint participation of the 5 above men-
tioned vessel features was ascertained. The best (as regards discrimina-
tion force) one-, two- and three-element combinations were chosen out
of the set of these features.

From particular features the circumference of the endothelium was
found to have the greatest influence on the differentiation. The best
2-element combination is: the circumference of the endothelium and the
length of the “close” adherence of pericytes to the endothelium. The best
3-element combination is: the circumference of the endothelium, the length
of the “close” adherence of pericytes and the length of the complete
adherence of pericytes to the endothelium.

After ascertaining the statistically significant differences between the
5 nuclei, multivariate analysis of variance was applied to compare each
pair of nuclei separately. As a result of this comparison (considering the
same 5 not correlated vessel features) the lack of the statistically signi-
ficant differences only between: lateral and medial nuclei, cortical and
central nuclei, medial and basal nuclei, basal and cortical nuclei was
ascertained (Fig. 7b).

These results show that it is not possible to isolate homogeneous
groups of nuclei of the amygdaloid body differing among themselves in
respect to the examined vessel features. Inclusion in the multiva-
riate analysis of variance of the, so far separately examined, not
correlated, 5 synaptic and 5 vessel features was a further stage of stati-
stical estimation of the results obtained. We analysed: the circumference
of the synapse, the length of the line of adherence of the synapse to the
vessel, the number of synapses containing spherical vesicles, the number
of synapses containing granular vesicles, the number of synapses forming
the contact, the endothelium area, the pericyte area, the circum-
ference of the endothelium, the length of the line of whole and “close”
adherence of pericytes to the endothelium.

Taking into account the joint influence of the 10 vascular and sy-
naptic features, the statistically significant differences among the 5 exa-
mined nuclei was ascertained.

The results of discriminant analysis allowed to distinguish the com-
bination of 1-, 2-, 3- and 4-element features of the greatest discrimina-
tion force. The circumference of the endothelium has the greatest in-
fluence (from all singular features) on the differences among the nuclei.
The best 2-element combination is: the circumference of the endothelium
and the length of the line of close adherence of pericytes to the endothe-
lium, 3-element — the circumference of the endothelium, the length of
the line of close adherence of pericytes and the length of the line of
adherence of the synapse to the vessel, 4-element — the circumference
of the endothellium, the length of the line of the close adherence of pe-
ricytes, the length of the line of adherence of the synapse and the exis-

\
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tence or lack of granular vesicles in the synapses. Further analysis indi-
cated that the isolated 4-element combination of features of the greatest
discrimination force is sufficient to ascertain the existing differences
among the 5 examined nuclei.

Comparison of the nuclei by pairs did not show statistically signifi-
cant differences only between the lateral and basal nuclei and between
central and medial nuclei (Fig. 7c).

It, thus, allows to distinguish three different groups of nuclei of the
amygdaloid body, i.e. the basal-lateral group, the central-medial group
and the cortical nucleus detached from them.

DISCUSSION

The division of the nuclei of the cat amygdaloid body into groups:
basal-lateral, central-medial, and the detached from them cortical nu-
cleus presented in this paper, confirms the results of our studies at the
light microscope level (Kraszpulski et al. 1985) and the results of mor-
phological, immunohistochemical and functional studies of other authors
(Koikegami 1963; Fonberg 1968; Narkiewicz et al. 1978; Femano et al.
1983; Hollendall et al. 1986). This division was based on the electron
microscope evaluation of functionally conjugate units as which we adop-
ted terminal vessels together with “close” synapses. The existence of
neurocapillar complexes in other tissues has been suggested by different
authors (Tice, Creveling 1975; Forbes et al. 1977).

The present results may indirectly confirm the existence of functio-
nally conjugate units in the amygdaloid body by the differences among
these nuclei only in the case of evaluation of synapses and vessel featu-
res together by means of multivariate analysis of variance (Fig. 7c). The
statistical evaluation of either synaptic and vascular features only did
not allow to distinguish any differing groups within the 5 examined
nuclei (Fig. 7). The fact that the 4-element combination of features, dif-
ferentiating the nuclei of the amygdaloid body, contains both vascular
features (circumference of the endothelium, length of the line of close
adherence of pericytes to the endothelium) and synaptic features (length
of the line of adherence of the synapse to the vessel, existence or lack
of granular vesicles in the synapse) does not seem to be accidental,
either.

The results of numerous studies carried out at the level of the elec-
tron microscope suggest the existence of nerve terminals functionally
connected with terminal vessels (Rennels, Nelson 1975; Reichle et al.
1975; Itakura et al. 1977; Swanson et al. 1977; Edvinsson et al. 1979;
Madison et al. 1981; Betz, Goldstein 1984). Taking into consideration
this suggestion we expected the ultrastructural features of the examined
close synapses to distinguish the functionally opposite nuclei of the
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amygdaloid body. The presented studies show that the presence or lack
of granular vesicles in the synapses analysed and the length of the line
of adherence of these synapses to vessels may be features belonging to
the 4-element combination of features differentiating the nuclei.

The functional differentiation of the examined nuclei could also be
related to prospective neurotransmission by the components of terminal
vessels which, from the morphological point of view, is connected with
the pericyte-endothelium relation. In our previous work (Lukaszyk
the endothelium and pericyte and close contact between the cellular
membranes of these two cells is the characteristic feature of terminal
vessels forming the blood-brain barrier. As Reichle et al. (1975), Allsop,
Gamble (1979), Betz, Goldstein (1984) suggest, the transmission of stimuli
in terminal vessels of the central nervous system may run through these
sites.

The question, whether the location of receptors for neurotransmitters
(Cornford, Cornford 1986) is connected with these sites is not answered
yet. Analysis of the presented studies of uncorrelated features of nerve
terminals and terminal vessel walls in the amygdaloid body points to
the length of the line of close adherence of pericytes to the endothelium
and the circumference of the endothelium as the elements comprised in
the 4-element combination of features differentiating the nuclei.

Without denying the correctness of Burnstock’s statements (1975a, b)
that transmission from the close axon terminals to the vessels cannot
be revealed on the basis of morphological studies solely, it should be
noted that, assuming the existence of neurotransmission, the 4 synaptic-
-vascular parameters discriminating functionally different nuclei of the
amygdaloid body can be ordered in a certain logical sequence: synapses
with granular vesicles — lines of adherence of the synapse to the ter-
minal vessel — the pericyte — the line of close adherence of the pericyte
to the endothelium — the endothelium. This suggestion requires naturally
many further, thorough studies.

ZAKONCZENIA NERWOWE OKOLONACZYNIOWE
W RELACJACH ZE SKLADOWYMI NACZYN TERMINALNYCH
CIALA MIGDALOWATEGO KOTA

Streszczenie

W celu zbadania stosunkéw zachodzgcych pomiedzy zakonczeniami nerwowymi
okolonaczyniowymi a skladowymi naczyn terminalnych oraz sprawdzenia, czy réz-
nicujg one badane jadra ciala migdalowatego kota zbadano 16 podstawowych pa-
rametrow, charakteryzujgcych analizowane naczynia i kolbki synaptyczne. Przed-
miotem badan byly 332 przekroje naczyn terminalnych wraz z lezgcymi przy nich
319 kolbkami synaptycznymi z 5 jader ciala migdatowatego: bocznego, podstawnego,
centralnego, przysrodkowego i korowego, od 8 dorostych kotéow.

4 — Neuropatologia Polska 3/87
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Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze ocena statystyczna cech
tylko kolbkowych lub tylko naczyniowych nie pozwala na wylonienie w obrebie
badanych 5 jagder grup roznigcych sie miedzy sobg. Dopiero lgczne oddzialywanie
10 nieskorelowanych cech kolbkowych i naczyniowych, uwzglednione w wielowy-
miarowej analizie wariancji, wyodrebnia ws$r6d badanych jader 3 grupy roéznigce
sie miedzy sobg. Grupe pierwsza stanowig jadra boczne i podstawne, drugg — jadra
centralne i przysrodkowe, od obu tych grup za$§ statystycznie istotnie ro6zni sie
jadro korowe, Dalsza analiza wykazala, Ze przedstawione zréznicowanie jader moz-
na uzyskaé¢ przy liczbie cech zredukowanej do cztercelementowej kombinacji o naj-
wiekszej sile dyskryminacyjnej. Naleza do niej: obwdd sSrédblonka, diugosé linii
bezposredniego przylegania pericytéw do $rodbionka, diugos$é linii przylegania kolb-
ki oraz obecno$é¢ lub brak pecherzykéw ziarnistych, a wiec zaré6wno cechy kolb-
kowe, jak i naczyniowe.

OKOJIOCOCYAUCTBIE HEPBHBIE OKOHYAHW
B COOTHOHMEHMUM C KJIETOYHbBIMU
KOMIIOHEHTAMUM TEPMHMHAJIBHBIX COCY/JOB
MUHIAJIEBUIHOI'O TEJIA KOIIKHA

Pe3iome

ABTOpBI MccileoBaai 16 OCHOBHBIX MapaMeTPOB CBA3AHHBIX C COCYJAMH M CHHAOTHYECK MM
K0n6oukaMu, 4TOOLI OMpEIeIATh COOTHOIIEHHSI MEXIY OKOJIOCOCYHCTBIMH HEPBHBIMH OKOH
YaHHSAMH M COCTABHBIMH JIEMEHTAMH TEPMHHAIILHBIX COCY/IOB, a TaKXe YTOOBI POBEPHTH, OTJIH-
YAIOT JIK 3TH COOTHOIIEHHs HCC/EAyeMble siApa MHHIAJICBHIHOIO TeJa KOIIKH.

Uccnenosamuck 332 nonepeyHbie CeYeHHS TEPMHAHATIBHBIX COCY0B BMECTE C PACY TCTBYIOLHMH
B6M3K 319 cHHANTHYECKUMHM KOJIOOYKaMH y 8 B3pOCIBIX KOLIEK, B 5 AApax MHHOAJIEBHAHOTO Teja:
O0KOBOM, OCHOBHOM, LEHTPAJbHOM, MapaMeAUaHHOM H KOPKOBOM.

Ha OCHOBaHWM MOJIYYEHHBIX PE3YJILTATOB BBIABJICHO, YTO CTATHCTHYECKAsi OLEHKA TOJBKO
KONGOYKOBBIX MM TOJBKO COCYAMCTHIX CBOMCTB HE IMO3BOJISET BBIACTHTH B MCCIENYEMbIX 5 sigpax
oramyarommxcs rpymr. Toiabko coBMecTHOe BiasiHAe 10 HECKOOGIMPOBAHHBIX CBOMCTB KOJIOOYKOB
H COCY[OB YYHTAHHOE B MHOTOMEDHOM IHCIEPCHOHHOM AaHAJM3€ BBLIJENSET CPEId HCCIIeIyeMBbIX
sapep 3 ornmvaroi@ecs rpymmsl. Ilepsas rpynma — 3T0 sgpa GOKOBbIE M OCHOBHBIE, BTOpas —
LEHTpa/bHbEIE W NMapaMeIHaHHbIe; CTATHCTHIECKH CYIIECTBEHHO OTJIMYAETCA OT 3THX I'PYyNM KOp-
KOBOE sIZ1pO.

JIOmONHATENBHBIM aHANMM3 OOHAPYXKRAII, YTO OTJIMYAE ANEP YAACTCS IOJIYyYATh NMPH peaylu-
POBaHHOM 10 YeTHIPEX 4uc/ie KoMOuHAUMH ¢ caMoi Gonbmoi cumoit muckpumuHauuu. K aToit
KOMOHMHALWE MPAHAIIEKAT: OKPYKHOCTH IHAOLICIASA, JUTAHA JIMHHA HENOCPEACTBEHHONPUICAaHUsA
NEPHIUTOB K OHAOTEJMM, JUIMHA JIAHUA NPHJIEraHus CHHANTHYECKOM KOJIOOYKH M IPHCYTCTBUE
HIH OTCYTCTBHE 3€PHHCTBIX Iy3bIPHKOB, 4TO O3HAYaeT CBOMCTBA Tak KOJOOYKH Kak M cocyza.
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ANDRZEJ KAPUSCINSKI

MOZGOWY PRZEPLYW KRWI W DOSWIADCZALNYM MODELU
SMIERCI KLINICZNEJ U SZCZUROW

Zaklad Neuropatologii Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN,
Warszawa

Doswiadczalny model catkowitego niedokrwienia osrodkowego uktadu
nerwowego u szczura opisany w 1982 r. przez Korpaczewa i wsp. wy-
kazuje szereg udogodnien w poréwnaniu z dotychczas stosowanymi mo-
delami (Hossmann, Zimmermann 1974; Kolata 1979, Pulsinelli, Brierley
1979; Pluta i wsp. 1980; Kapuscinski, Mossakowski 1983 i in.). Nalezg
do nich przede wszystkim dowolnie dluga mozliwos¢ obserwacji zwierzat
po okresie niedokrwienia mozgu, brak koniecznosci stosowania srodkow
farmakologicznych, jak roéwniez stosunkowo nieskomplikowany zabieg
bez wykonywania rozleglej operacji chirurgicznej. Istota tego modelu
polega na calkowitym zatrzymaniu kragzenia u zwierzgt, wywolywanym
przez zacisnigcie peczka naczyniowego serca, przy uzyciu urzadzenia zbli-
zonego ksztaltem do haczyka, ktéry wprowadza sie droga wklucia do
klatki piersiowej, bez wykonywania torakotomii i prowadzenia dlugo-
trwalej kontrolowanej wentylacji. Peczek naczyniowy serca uciskany jest
przez okres 3,5 min, a nastepnie po wyjeciu haczyka okres niedokrwie-
nia moze trwa¢ nawet do 20 min, po ktéorym zwierzeta sg skutecznie rea-
nimowane przez zastosowanie zewnetrznego masazu serca i okresowej
kontrolowanej wentylacji ptuc. Zatrzymaniu krazenia krwi w calym or-
ganizmie towarzyszy zatrzymanie czynnosci oddechowej, dlatego tez mo-
del ten odpowiada stanowi $mierci klinicznej zwierzat z towarzyszacym
jej calkowitym niedokrwieniem moézgu.

Patofizjologiczna charakterystyka modelu zostala szczegdélowo opisana
przez jego autoréw (Korpaczew i wsp. 1982; Hamzina 1981, Lysenkow
1981) i uzupelniona badaniami Majkowskiej (1986). Wyniki badan morfo-
logicznych z jego zastosowaniem opisali Mossakowski i wsp. (1986). Wpro-
wadzenie modelu do badan niedokrwienia moézgu wiazalo sie z udoku-
mentowaniem calkowitego zatrzymania krazenia w mozgu i pozostatych
czeSciach organizmu. W tym celu Korpaczew i wsp. (1982) przeprowadzili
badania reograficzne mézgu, ogona i tylnych konczyn zwierzat, ktére
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wykazaly calkowite zatrzymanie krgzenia krwi od pierwszych sekund
ucisku peczka naczyniowego serca do poczatku okresu reanimacji. Po-
nadto wykonano seri¢ doswiadczen z otwarciem tetnicy szyjnej i aorty
brzusznej, ktore nie wykazaly krwawienia podczas ucisku peczka naczy-
niowego serca. Dodatkowo zastosowano izotopowa metode oceny ukrwie-
nia narzadéw przez dozylne wstrzykniecie krwinek czerwonych znakowa-
nych %'Cr, ktére nie pojawily sie w tetnicy szyjnej, aorcie i w tkance
plucnej w okresie ischemicznym (Korpaczew i wsp. 1982). W dostepnym
piSmiennictwie nie spotkano natomiast oceny moézgowego przeplywu krwi
w tym modelu. Bylo to powodem do przeprowadzenia serii badan z za-
stosowaniem metody klirensu promieniotwoérczego ksenonu.

Celem pracy byla charakterystyka moézgowego przeplywu krwi w okre-
sie $mierci klinicznej zwierzat i po reanimacji, tym bardziej, ze podczas
okresu niedokrwienia u wiekszoSci zwierzat nie wygasa bioelektryczna
czynnos$¢ serca, ktorg obserwuje si¢ w zapisie elektrokardiograficznym
(EKG). Szczegodlowe zadania pracy dotyczyly udokumentowania catkowi-
tego zatrzymania moézgowego przeptywu krwi podczas ucisku peczka
naczyniowego serca, a szczegdlnie w dalszym okresie ischemii — po za-
przestaniu ucisku oraz charakterystyki mozgowego przepltywu Kkrwi
w okresie poischemicznym.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na 38 szczurach rasy Wistar, samicach
o masie ciala okolo 180 g z hodowli losowej. W plytkiej narkozie etero-
wej wykonywano tracheostomie, umieszczano w tchawicy rurke do kon-
trolnej wentylacji, a nastepnie cewnikowano prawa tetnice udowag celem
pomiaru ci$nienia krwi i lewg tetnice szyjna wewnetrzng do pomiaru
mozgowego przeplywu krwi. Dla cigglego zapisu czynnos$ci bioelektrycznej
mozgu, przez otwory wywiercone w lewej okolicy czolowej, ciemieniowej
i potylicznej czaszki, umieszczano w stycznosci z oponag twarda trzy
srebrne elektrody. EKG rejestrowano przy uzyciu elektrod iglowych,
wklutych do prawej przedniej i lewej tylnej konczyny, a trzecig elek-
trode wkluwano w podbrédek. Pomiar ci$nienia krwi prowadzono przy
zastosowaniu przetwornika cisnienia P23 Stadham i elektromanometru
EK4 (Farum). Elektrokortykogram (ECoG), EKG i ci$nienie krwi reje-
strowano w sposob ciagly za pomoca elektroencefalografu 8S firmy Me-
dicor, przy czym komponente pradu stalego poziomu cisnienia krwi za-
pisywano w sposob posredni lgczac elektromanometr z Recorderem 360,
firmy Medipan. Dodatkowo rejestrowano czynnos$¢ akustyczng serca prze-
kazujac sygnal kanalu EKG z wyjscia monitorowego elektroencefalografu
na glosnik.

Mézgowy przeplyw krwi oceniano-metoda Heedt-Rasmussena i wsp.
(1966) przez wstrzykniecie do lewej tetnicy szyjnej wewnetrznej okoto
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30 uCi ¥¥Xe w roztworze fizjologicznym NaCl w objetosci nie przekra-
czajacej 0,3 ml. Predkos¢ klirensu ksenonu z lewej pdtkuli moézgu zapi-
sywano graficznie z uzyciem zestawu aparatéw opisanego przez Kapuscin-
skiego (1974). Mézgowy przeplyw krwi obliczano przenoszgc dane ze skali
liniowej na skale logarytmiczno-liniowg stosujgc metode analizy dwu-
kompartmentalnej, obliczajgc przeplyw dla substancji szarej (Fg) i bia-
tej (Fw) (Waltz i wsp. 1972), jak rowniez metode poczatkowego nachyle-
nia krzywej (CBF initial) podczas dwoch pierwszych minut zapisu krzy-
wej (Olesen, Paulson 1973).

Badania przeprowadzono w 2 grupach doswiadczalnych: 5 minut nie-
dokrwienia (17 zwierzat) i 10 minut niedokrwienia (21 zwierzat). Przed
wywolaniem S$mierci klinicznej u kazdego zwierzecia wykonywano zapis
badanych zmiennych z jednorazowym lub dwukrotnym wstrzyknigciem
133Xe celem oceny kontrolnego mézgowego przeplywu krwi. Przed wpro-
wadzeniem haczyka do klatki piersiowej ponownie wstrzykiwano !3*Xe
rejestrujgc poczatkowy odcinek krzywej klirensu ksenonu. Podczas za-
pisu mozgowego przeplywu krwi uciskano peczek naczyniowy serca na
okres 3,5 minut. Po uplywie tego czasu wyjmowano haczyk z klatki pier-
siowej. Zapisujac w sposob ciggly krzywa klirensu ksenonu rozpoczynano
reanimacje po 5 lub 10 minutach od poczatku ischemii stosujgc zewnetrz-
ny masaz serca z predkoscig 120 uderzen na minute i kontrolowang wen-
tylacje pluc przy uzyciu pompy oddechowej dla matych zwierzat, firmy
Medipan. W okresie poischemicznym mozgowy przeplyw krwi badano
najwcze$niej pomiedzy 10 i 15 minutg od konca niedokrwienia (ksenon
wstrzykiwano natychmiast po osiggnieciu przez krzywag poziomu tla),
a nastepnie w roznych przedzialach czasowych do 100 minuty w grupie
zwierzat z 5 minutowsg i do 120 minuty w grupie zwierzat z 10 minutowsg
smiercig kliniczng.

Analize wynikow przeprowadzono na podstawie doswiadczen, w kto-
rych reanimacja zwierzat byla skuteczna, obserwowano u nich powr6t
czynnosci bioelektrycznej mézgu, a poziom ci$nienia krwi w p6éznym okre-
sie poischemicznym zblizony byl do poziomu kontrolnego. Obejmowala
ona 8 zwierzat w grupie z 5 minutowa ischemig i 6 zwierzat w grupie
z 10 minutowym niedokrwieniem. W réwnoleglej serii doSwiadczen prze-
prowadzonych w tych samych warunkach oceniono zmiany preznosci ga-
z6w, pH i hematokrytu krwi tetniczej (Majkowska 1986).

WYNIKI

Srednie ciénienie tetnicze krwiw kontroli w grupie zwierzat z 5 mi-
nutowg ischemia wynosilo 101,9+12,5 mm Hg (n = 8), a w koncowym
okresie poischemicznym 98,7 £11,1 mm Hg (n = 8), natomiast w grupie
zwierzat z 10 minutowym niedokrwieniem odpowiednio 110,8 £6,7 mm
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Hg (n =6) i 99,2+9,7 mm Hg (n = 6). Zwierzeta z ci$nieniem krwi po-
nizej 80 mm Hg w koncowym okresie poniedokrwiennym nie byly
uwzglednione w analizie wynikow. U wszystkich zwierzat uwzglednio-
nych w analizie wynikéw, po reanimacji powrdécila spontaniczna czyn-
no$¢ oddechowa i bioelektryczna mozgu, a czynnos$¢ serca byta miarowa
z rytmem zatokowym.

Krzywe moézgowego przeplywu krwi w przebiegu doswiadczenia z 10
minutowg $miercig kliniczng szczura przedstawiono na rycinie 1. Srednie
wartosci kontrolne moézgowego przeplywu krwi w substancji szarej (Fg)
w grupie zwierzat z 5 minutowg ischemia wynosity 41,4 £4,9 ml/100 g/min
(n = 8), a w grupie zwierzat z 10 minutowg ischemia 40,5 £ 6,3 ml/100 g/
/min (n = 6). Srednie wartosci kontrolne przeptywu w substancji biatej
(Fw) w grupie zwierzat z 5 minutowg ischemig wynosity 26,7 £7,4 ml/

1

i

: i
ek

e

ot 2

CEER

T 5 $ {

Ryc. 1A—ID. Krzywe klirensu 138Xe z pétkuli mézgu szczura, Rzedna — radioaktyw-

no$s¢ w imp/min, odcieta — czas. Ryc. 1A — kontrola. Ryc. 1B — 10 min $mier¢

kliniczna (I), reanimacja (R). Ryc. IC — 40 min okresu poischemicznego — reak-
tywna hiperemia. Ryc. 1D — 120 min okresu poischemicznego

Figs 1A—ID. 13Xe clearance curves from the rat brain hemisphere. Ordinate —

radioactivity counts/min. Abscissa — time. Fig. 1A — control. Fig. 1B — 10 min

of clinical death (I), reanimation (R), Fig. IC — 40 min of postischemic period —
reactive hyperemia. Fig. ID — 120 min of postischemic period
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100 g/min (n = 7), a w grupie zwierzat z 10 minutowym niedokrwieniem
26,8 +4,5 ml/100 g/min (n = 5).

W czasie calego okresu ischemicznego zarowno w trakcie ucisku pecz-
ka naczyniowego serca, jak i po wyjeciu haczyka obserwowano plaskag
krzywa klirensu '¥3Xe $wiadczacg o catkowitym zatrzymaniu mézgowego
przeplywu krwi.

Podczas reanimacji trwajacej najczesciej od 1,5 do 4 minut obserwo-
wano powolny wzrost ci$nienia krwi, ktéremu towarzyszylo wyplukiwa-
nie 13Xe zalegajacego w mozgu $wiadczgce o uruchomieniu krazenia moz-
gowego uwidaczniajgce sie spadkiem krzywej klirensu ksenonu (ryc. 1B
i 2). Wydajnos¢ zewnetrznego masazu serca mozna bylo oceni¢ na podsta-
wie wzrostu cisnienia krwi, ktore podczas masazu osiggalo wartosci okolo
20 mm Hg, nie przekraczalo ono jednak nigdy wartosci 30 mm Hg. Wzrost
cis$nienia krwi powyzej 30 mm Hg $wiadczy! o podjeciu hemodynamicz-
nie wydajnej czynnosci serca.
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Ryc. 2. Krzywa Kklirensu 138Xe z p6lkuli mézgu szczura podczas 10 min $mierci kli-
nicznej (I) i reanimacji (R). Rzedna — radioaktywno§¢ w imp/min. Odcieta — czas.
O — ci$nienie tetnicze krwi
Fig. 2. 188Xe clearance curve from the rat brain hemisphere during 10 min of cli-
nical death (I) and reanimation (R). Ordinate — radioactivity counts/min. Abscissa
— time. O — arterial blood pressure

Charakterystyke zmian moézgowego przeplywu krwi w substancji sza-
rej w okresie poischemicznym w dwodch grupach doswiadczalnych ilu-
strujg tabele 1 i 2 oraz ryciny 3 i 4.

Wzrost mozgowego przeplywu krwi zaréwno Fg, jak i Fw obserwo-
wano w obu grupach do$wiadczalnych. W grupie zwierzat z 5 minutowg
ischemig osiggal on $rednig wartosé¢ Fg 191,7 +77,7% i wystepowal w cza-
sie 23,1 £9,7 (n = 8) minut od zakonczenia ischemii. Wartosci dla Fw w tej
samej grupie doswiadczalnej wynositly odpowiednio 158,6 +35,1%0 i 26,4 £
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Tabela 1. Przeptyw krwi w korze moézgu szczur6w w okresie poischemicznym. Wartosci w ml X
% 100 g=* X min—! i jako odsetek warto$ci kontrolnych. Czas $mierci klinicznej — 5 min
Table 1. Cortical cerebral blood flow in rats during postischemic period. Values in ml X 100 g=! x
X min~! and as a percentage of control values. Period of clinical death — 5 min

Okres poischemiczny (min)
Postischemic period (min)

Lp. Kontrola
Contéol 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

) 33,0 27,7 40,8 a8.5:.:33.0 30,4
1009, 83,9 123,6 116,7 100,0 922

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

3. 49,5 33,0 63,0 49,5 47,6 452
100% 66,6 127,3 100,0 96,1 91,3

4. 38,9 49,1 30,0 28,1 271
100% 126,3 771 72,3 69,7

e 46,2 69,3 86,6 53,3 43,5 428
100% 150,0 1874 1154 94,2 92,7

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

5 36,5 99,0 433 26,6 22,3
1009, 368,7 1186 129 61,1

8. 433 " 4 77,0 233 318 29,8
100% 133,2 177,8 1230 <7120, 68,9

Tabela 2. Przeplyw krwi w korze mézgu szczuréw w okresie poischemicznym. Wartosci w ml x
% 100 g=* x min—! i jako odsetek wartosci kontrolnych. Czas $§mierci klinicznej — 10 min
Table 2. Cortical cerebral blood flow in rats during postischemic period. Values in ml x 100 g-! x

x min~* and as a percentage of control values. Period of clinical death — 10 min

Okres poischemiczny (min)
Postischemic period (min)

Lp.
Kontrola
Conteol 10 20 30 40 50 60 70 8 90 100 110 120
1; 33,0 40,8 ? A 385 28,9 26,8 24,5
100% 1240] ¥117,0 87,6 81,2 74,3
2. 40,8 40,8 69,3 86,6 63,0 86,6 49,5 385 34,6
100% 100,0 169,8 212,2 154,4 212,2 121,3 944 84,8
3. 38,5 433 63,0 40,8 38,5 38,5 36,7
100% 112,5 163,6 106,1 100,0 100,0 95,3
4. 36,5 433 315 40,8 26,6 28,9 26,6 28,5
100% 118,6 86,3 112,1 73,1 92 " q34 78,2
5 53,3 53,3 74,2 62,8 46,2 533
100% 100,0 139,2 117,8 86,7 100,0
6. 40,8 59,7 77,0 86,6 86,6 50,7 35:2
100% 146,3 188,7 212,2 212.2 124,3 86,3
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+7,4 min (n = 7). W grupie zwierzat z 10 minutowym niedokrwieniem
wzrost Fg osiggal $rednig wartosé 161,6 +38,5% i wystepowal w czasie
35,0 £ 14,1 min (n = 6) od zakonczenia ischemii. Wartosci dla Fw w tej
grupie do$wiadczalnej wynosily odpowiednio 175,4+72,8% i 36,0 +18,8
min (n = 5). Porownanie warto$ci moézgowego przeplywu krwi wewnatrz
grup, jak i pomiedzy grupami do$wiadczalnymi nie wykazalo wprawdzie
istotnych réznic zaréwno w odsetku zwigkszenia przeptywu, jak i w cza-
sie jego wystepowania, obserwowano jednakze tendencje pézniejszego wy-
stepowania zwigkszonego przeplywu krwi w grupie zwierzat o dluzszym
okresie niedokrwienia.

Ryc. 3. Zmiany przeplywu krwi w korze moézgu szczuréw w okresie poischemicznym
wyrazone jako odsetek wartosci kontrolnych. Czas $mierci klinicznej — 5 min

Fig. 3. Changes of cortical cerebral blood flow in rats during postischemic period
as a percentage of control values. Period of clinical death — 5 min
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W pézniejszym okresie poischemicznym moézgowy przepltyw krwi Fg
w grupie zwierzat z 5 minutowa ischemis osiggal $rednig wartos¢ 80,8 =
£12,3% (n = 8) w 90 i 100 minucie i w grupie zwierzat z 10 minutowa
ischemig osiggal $rednig warto$¢ 86,5+8,9% (n = 6) w 120 minucie od
konca ischemii. U zadnego zwierzecia nie obserwowano jednakze warto-
$ci ponizej 60%o poziomu kontrolnego.

Ryc. 4. Zmiany przeplywu krwi w korze moézgu szczuréw w okresie poischemicznym
wyrazone jako odsetek wartosci kontrolnych. Czas $mierci klinicznej — 10 min,

Fig. 4. Changes of cortical cerebral blood flow in rats during postischemic period
as a percentage of control values. Period of clinical death — 10 min

OMOWIENIE

Zastosowany model $mierci klinicznej u szczuréw jest stosunkowo
nietraumatyczny, jezeli nie dolgcza sie do niego dodatkowe zjawiska pa-
tologiczne. Wykonanie tracheostomii, cewnikowanie tetnic, montowanie
elektrod do pomiaréw elektrofizjologicznych trwa okoto 1,5 godz., a zwie-
rzeta pozostajg w tym czasie w plytkiej narkozie eterowej. Nastepnie wy-
konuje sie najczesciej 2 kontrolne badania moézgowego przeplywu krwi,
co wydiuza czas przed rozpoczeciem wilasciwego niedokrwienia do okolo
2 godz. Zabiegi te stanowig niewatpliwie dodatkowe obcigzenie zwierzat,
dlatego w przedstawionej serii doswiadczalnej zrezygnowano z oceny
preznosci gazow i pH krwi tetniczej, azeby przez pobieranie probek nie
zmniejsza¢ objetosci krwi.
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W omawianym materiale reanimacja byla nieskuteczna u 5 zwierzat
(29°/0) w grupie 5 minutowej ischemii i u 8 zwierzat (38%) w grupie
10 minutowej ischemii. Korpaczew i wsp. (1982) dla tych przedzialéw
czasowych podaja wartosé odpowiednio 13 i 35%, a Majkowska (1986)
30 i 50%. Wyniki badan Mossakowskiego i wsp. (1986) z zastosowaniem
tego modelu z 10 minutowsg ischemig wykazaly 40%0 $miertelnos¢ zwie-
rzat w okresie zatrzymania czynnosci serca i oddechu.

Glowng przyczyng nieskuteczno$ci reanimacji bylo migotanie serca,
ktorego nie udalo si¢ opanowa¢ zewnetrznym masazem. Warto podkreslié,
ze podczas reanimacji nie stosowano elektrycznej kardiowersji ani
wstrzyknie¢ adrenaliny, ktére sugerujg Korpaczew i wsp. (1982) przy
dtuzszych czasach ischemii. W grupie zwierzat nie uwzglednionych w ana-
lizie wynikéw znalazly sie szczury, u ktorych wystapilty krwawienia do
jamy oplucnej (2), niecatkowite niedokrwienie moézgu (1), obnizenie ci$nie-
nia tetniczego krwi w okresie poischemicznym ponizej 80 mm Hg (6) lub
inne nieprawidlowosci techniczne doswiadczenia (2).

U zwierzat z obnizonym ponizej przyjetej wartoSci krytycznej ci$nie-
niem krwi w okresie poischemicznym reanimacja trwata diuzej niz 4 mi-
nuty i jak sie wydaje glownym powodem tego stanu byly zaburzenia
czynno$ci serca, chociaz nie mozna catkowicie wykluczy¢ niedokrwien-
nego uszkodzenia o$rodkéw naczyniowych pnia mozgu.

Ptaski przebieg krzywej klirensu !33Xe w okresie ischemicznym po-
twierdzit calkowite zatrzymanie moézgowego przepltywu krwi pomimo za-
chowanej bioelektrycznej czynnosci serca. Jest to zgodne z badaniami
Korpaczewa i wsp. (1982), z zastosowaniem metody reograficznej i izoto-
powej przy uzyciu *'Cr. Ma to istotne znaczenie wobec znanego zrézni-
cowania skutkow calkowitego badz czesciowego niedokrwienia moézgu.
Wedlug Hossmanna i Zimmermanna (1974) calkowite niedokrwienie mo6z-
gu jest mniej uszkadzajgce dla tkanki niz cze$ciowe jego niedokrwienie,
zwlaszcza z towarzyszacym zastojem krwi. Steen i wsp. (1979) prezentujg
odmienny poglad stwierdzajgc, ze utrzymanie mozgowego przeptywu krwi
podczas ischemii na poziomie minimalnym — nizszym nawet niz 10%
poziomu prawidlowego — umozliwia lepszy powrot funkeji mézgu w okre-
sie poniedokrwiennym.

Wyniki moézgowego przeplywu krwi obliczono dla komponenty szyb-
kiej, ktoéra reprezentuje przeptyw w korze (Fg) i komponenty wolnej,
ktora reprezentuje przeptyw w istocie bialej (Fw). Obliczono réwniez war-
tosci F initial, jednakze nie uwzgledniono ich w wynikach, poniewaz ko-
reluja dobrze z Fg i sg jego przyblizeniem (Olesen, Paulson 1973).

Wzrost mézgowego przeplywu krwi zaré6wno w korze, jak i istocie
bialej w okresie poniedokrwiennym obserwowano w obu grupach do-
$Swiadczalnych. Czas jego wystepowania nakladat sie na znaczng kwasice
metaboliczng, w ktorej wedlug badan Lysenkowa (1981) i Majkowskiej
(1986) z uzyciem tego modelu pH osiggato wartosci w granicach 6,8—7,0
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w pigtej i siodmej minucie od zakonczenia niedokrwienia oraz nie wzra-
stalo powyzej 7,2 podczas 60 minut okresu poischemicznego.

Wzrost przeptywu krwi w okresie poniedokrwiennym jest znanym zja-
wiskiem i wielokrotnie opisywanym (Sundt, Waltz 1971; Baldy-Moulinier,
Humeau 1974; Hossmann, Zimmermann 1974; Kapuscinski 1974 i inni).
Mechanizm reaktywnej hyperemii nie jest wyjasniony jednoznacznie, wig-
ze sie ja miedzy innymi ze znacznym poischemicznym zakwaszeniem $ro-
dowiska. Wedlug Hossmanna i Zimmermanna (1974) bez wzrostu moézgo-
wego przeplywu krwi w okresie poniedokrwiennym nie obserwuje sie
dobrego powrotu czynnosci bioelektrycznej mézgu i funkcji neurologicz-
nych. Z drugiej jednak strony badania wlasne wskazujg, ze przy diuz-
szych czasach niedokrwienia wzrost ci$nienia krwi i reaktywna hypere-
mia nasilajag rozwo6j obrzeku moézgu (Kapuscinski i wsp. 1975). Klatzo
(1975) uwaza, iz ostra hyperemia poniedokrwienna stanowi istctny czyn-
nik uszkodzenia bariery krew—mozg.

Sredni czas wzrostu moézgowego przeplywu krwi w obu grupach do-
$wiadczalnych jest zgodny ze srednim czasem powrotu cigglej aktywno-
$ci EEG w badaniach Majkowskiej (1986), ktéory wynosit 21,5*3,8 min
w grupie z 5 minutowym niedokrwieniem i 39,0 £5,0 min w grupie z 10
minutowg ischemig. Potwierdza to fakt powrotu czynnosci bioelektrycz-
nej mézgu w okresie poischemicznym w okresie reaktywnej hyperemii.
Po okresie reaktywnej hyperemii, mézgowy przeplyw krwi obnizal sie
do wartosci okolo 80%0 pomiedzy 90 i 120 minutg w obu grupach do-
$wiadczalnych, nie byl on jednak nigdy nizszy od 60% poziomu kon-
trolnego.

WNIOSKI

1. W modelu $mierci klinicznej u szczuréw wystepuje catkowite za-
trzymanie moézgowego przeplywu krwi zaréwno podczas ucisku peczka
naczyniowego serca, jak i po zaprzestaniu ucisku.

2. Po zaprzestaniu ucisku peczka naczyniowego serca zachowana jest
czynno$¢ bioelektryczna serca, jednakze jest ona hemodynamicznie nie-
skuteczna, a ci$nienie krwi w tym okresie rowna sie 0 mm Hg.

3. Podczas zewnetrznego masazu serca w zastosowanym modelu do-
$wiadczalnym wystepuje wzrost cisnienia tetniczego krwi do 30 mm Hg;
wzrost ci$nienia powyzej tej wartosci swiadezy o podjeciu hemodyna-
micznie wydajnej czynnos$ci serca.

4. W okresie poischemicznym wystépuje przejsciowy wzrost moézgo-
wego przeplywu krwi $rednio do wartosci 192%0 w istocie szarej i 159%o
w istocie bialej po 5 minutowej ischemii i odpowiednio do 162 i 175%
po 10 minutowej ischemii. Kolejnym zjawiskiem jest spadek moézgowego
przeplywu krwi, nie przekraczajacy z zasady 60%o $rednich wartosci kon-
trolnych.
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CEREBRAL BLOOD FLOW IN THE EXPERIMENTAL MODEL
OF CLINICAL DEATH IN RATS

Summary

Cerebral blood flow was evaluated by means of 13Xe clearance method in rats
during 5 and 10 min of clinical death and in the postischemic period up to 120 min,
Reanimation was induced using external cardiac massage. Cerebral bioelectric acti-
vity, heart action and blood pressure were continuously recorded.

During the whole ischemic period cerebral blood flow was stopped despite pre-
served bioelectric cardiac action. In the postischemic period temporary increase
of cerebral blood flow was observed with the mean value of 192 in the grey matter
and 159% in the white matter after 5 min of ischemia, and respectively 162/ and
175% after 10 min of ischemia.

MO3I'OBOM KPOBOTOK B DKCIIEPUMEHTAJIBHOM MO/IEJIE
KJIIMHUYECKOM CMEPTU KPBIC

Pe3ome

Mo3roBoif KpOBOTOK HCcieaoBajics MeromoM kiampernca '33Xe Bo Bpems 5 u 10-MuHYT-
HOM KJIMHUYECKOW CMEepPTH KpbIC M B NOCTHINEMHYECKOM mepmone, Ao 120 munHyT. Peanmmanms
NPOBOJMIIACE C yMOTpeOlieHneM BHEIIHEro mMaccaka cepaua. ITOCTOSIHHO perHcTpupoBanachk Guo-
3NEeKTpAYeckass aKTHBHOCTh MO3ra, Cepila M AaBlieHHe KpoBU Bo BpeMs BCEro MIIEMHYECKOIO
nepuosa Obia oOHApyXeHa NPHOCTAHOBKA MO3rOBOTO KPOBOTOKA, HECMOTPSI HA COXpaHEHUE
OMOINIEKTPUYECKOM NeATENBHOCTH CepAua.

B nocTuIneMuYecKOM MEpHOJie MOSBIIAJIOCh BPEMEHHOE YBETHYEHME MO3TOBOTO KpPOBOTOKA
nocie 5-MUHYTHOM HuIeMHH B cpeaneM mo 1929, B cepom BemiectBe u 1599, B Genom BemecTse,
a mnocne 10-MHHYTHOM WIIEMHH — COOTBETCTBEHHO H0 162% u 175%.
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It has been noted, that MPTP is responsible for the parkinsonian syn-
drome in humans (Ballard et al. 1985) as well in monkeys and mice and
the experimental extrapyramidal syndrome is accompanied by damage
to the dopaminergic nigrostriatal neurons (Hallman et al. 1984; Chuieh
et al. 1985).

The toxicity of MPTP has been attributed to the N-methyl-4-phenyl-
-pyridinium ion (MPP"), the product of reaction of monoamine oxidase B
(MAO B) with MPTP, a terminal metabolite, which accumulates selec-
tively in dopaminergic synapses (Chiba et al. 1984). MPP" is able to
produce free radicals, which undergo redox cycling and generate reactive
oxygen molecules O, H,O, and OH: It has been postulated, that the
neurotoxic effect of the free radicals on cellular metabolism may then
damage membranes of the perikarya of dopaminergic neurons located in
the substantia nigra (Sinha et al. 1986).

Sershen et al. (1985) observed the protective effect of some antioxi-
dants from the accumulated free radicals generated from MPTP on
dopamine (DA). It also seems possible, that a low glutathione (GSH) con-
tent in the substantia nigra in brains of patients with Parkinson’s disease
may have been due to excessive consumption of GSH in the detoxication
process (Perry et al. 1982). Experimental studies on the effect of MPTP
on the GSH level in the mouse striatum demonstrated that other antio-
xidants as alpha-tocopherol and beta-carotene protect from decrease of
GSH (Young et al. 1986). Treatment with ascorbic acid has a beneficial
effect and inhibits the binding of tritiated dopamine to striatal membra-
nes following intoxication with MPTP (Heikkila et al. 1983) and atte-
nuated *H-mazindol binding indicates on a loss of dopaminergic nerve
terminals (Javitch et al. 1984). Sershen et al. (1985) suggest, that both
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ascorbic acid and other antioxidants could have a beneficial effect in
treatment in early stages of Parkinson’s disease.

The aim of the work was to evaluate the effect of ascorbic acid on
the dopamine level in the striatum and in the midbrain following into-
xication with MPTP in mouse.

MATERIAL AND METHODS

C 57 black mice, 32 males (20—25 g) were used for the experiment.
The animals were divided into 4 equal groups: 1 — norm; 2 — two i.p.
injections of 100 mg/kg of ascorbic acid at 40 min intervals for 4 days;
3 — i.p. injection of 40 mg/kg of MPTP daily for 4 days; 4 — i.p. injec-
tion of 40 mg/kg of MPTP and 20 minutes before and 20 minutes after
the intoxication with MPTP, injections of 100 mg/kg of ascorbic acid
(single dose) for 4 days.

The mice were decapitated 24 hrs after the last injection. The stria-
tum and the midbrain were rapidly dissected and stored at —17°C prior
to analysis. Dopamine was measured by high-performance liquid chro-
matography (HPLC) with an electrochemical detector (Melamed et al.
1983). Statistical significance of differences of dopamine concentration
(umoles/g wet tissue) was calculated according to Student’s t test.

Table 1. Dopamine level after intoxication wih MPTP and after treatment with ascorbic acid in
mouse brain
Tabela 1. Poziom dopaminy w moézgu myszy po zatruciu MPTP i podaniu kwasu askorbinowego

Number Dopamine (nmoles/g wet tissue)
Experimental group of animals Dopamina (nmole/g $§w. tkanki)
Grupa doswiadczalna L'.CZba striatum prazkowie midbrain §ré6dmoézgowie
il SRR 15N | R %+ SEM - %
Norm 8 91.424+-6.42 100 6.02+0.65 100
Norma
Ascorbic acid (2x 100 mg/kg) 8 90.854-5.37 94 6.2540.51 103.8
Kwas askorbinowy (2x 100
mg/kg)
MPTP (4 x40 mg/kg) 8 10.274-1.05 11.2* 3.424-0.24 56.8*

MPTP (4 x40 mg/kg) + ascor-

bic acid (4 days, 2x100

mg/kg) 8 27.824-1.85 30.4*° 3.8540.32 63.9*
MPTP (4x40 mg/kg) + kwas

askorbinowy (4 dni,

2x 100 mg/kg)

X+ SEM — artimetic means * standard error of the mean; $rednia arytmetycz-
na * $redni blgd $redniej; x — probability p << 0.05 calculated to the norm by
Student’s t test; znamienno$¢ statystyczna p << 0,05 obliczone wg testu t Studenta
w stosunku do normy; o — probability p << 0.05 calculated to the experimental
group with MPTP by Student’s t test; znamienno$é statystyczna p << 0,05 obliczone
wg testu t Studenta w stosunku do grupy z MPTP
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RESULTS

Table 1 illustrates dopamine concentration in the striatum and in the
midbrain after MPTP intoxication and after treatment with ascorbic
acid.

The dopamine level was about 15 times higher in the striatum of into-
xicated animals than in the midbrain in the control ones (norm). No
significant difference was noted after injection of ascorbic acid only.
Four old i.p. administration of MPTP decreased significantly dopamine
concentration in the striatum to 11.2° and in the midbrain to 56.8%
of the control values. In the experimental group of animals intoxicated
with MPTP and treated with ascorbic acid, the dopamine level dropped
to 30.4% in the striatum and to 63.9%0 in the midbrain as compared with
the norm. As the result of treatment with ascorbic acid a 19.2% increase
of dopamine in the striatum was confirmed and only an insignificant
7.1°/0 one was noted in the midbrain.

DISCUSSION

Our results showed a high decrease of dopamine level in the striatum
(88.8%0) and in the midbrain (43.2%) after intoxication with MPTP for
4 days. Corsini et al. (1985) observed a 70% drop of dopamine level
7 days after 2 doses of 30 mg/kg of MPTP — injected at 12-hrs interval.
Our data presented in this paper seem to be almost similar to the results
obtained by Jonsson et al. (1985). These authors observed a 92%o deple-
tion of dopamine in the mouse striatum and 45% in the midbrain. The
different percentage of dopamine decrease between different structures
of the nigrostriatal pathway may depend on the selective sensitivity to
MPTP or another phenomenon can be taken under discussion (Hallman
et al. 1984; Heikkila et al. 1984). In the humans intoxicated with MPTP
destruction of the neurons connected with the A 9 tract is very common.
Selective binding of MPP* by dopaminergic synapses, which are very
numerous, especially in the putamen, and metabolic changes after the
poisoning may play an important role in the different decrease of the
dopamine level in the striatum and in the midbrain (Javitch et al. 1984).
The above mentioned hypothesis of selective binding of MPP ' seems to
be confirmed by the finding of very rapid decrease of dopamine directly
after intoxication and step-wise return to the norm with concomitant
diminished deposition of MPP ' in dopaminergic synapses (Jonsson et al.
1985). It has been postulated, that differences of dopamine concentration
in the striatum and in substantia nigra can be explained by a different
toxic effect of MPTP on tyrosine hydroxylase, the enzyme synthesizing
dopamine in different structures of the brain (Schneider, Markham 1986).
Experimental studies on the toxic effect of MPTP on the respiratory
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activity of isolated neurons demonstrated higher sensitivity of the neu-
rons in the striatum than in the zona compacta of substantia nigra (Smia-
tek et al. 1987). In earlier experimental work Ramsey et al. (1986) sug-
gested that metabolic disturbances in the respiratory chain can be mainly
dependent on formation of free radicals by MPP*.

In our experiment a beneficial effect of ascorbic acid and a 19.2%
increase of dopamine concentration were noted in the striatum as com-
pared with the group of animals intoxicated with MPTP only. The antio-
xidant — ascorbic acid — can give appreciable protection by inhibition
of MPP* formation and its uptake into dopaminergic nerve terminals.
Sershen et al. (1985) noted, that two injections of MPTP produced a re-
duction by 50% in 3H-mazindol binding, and treatment with ascorbic
acid attenuated the effect of MPTP appreciably to only 30%. The authors
suggested, that treatment of individuals in early stages of the parkinso-
nian syndrome with ascorbic acid could have a beneficial effect. However,
in parkinsonians a permanent progress of neurological symptoms was
observed without treatment, and after intoxication with MPTP the extra-
pyramidal signs diminished very slowly, the protective effect of ascorbic
acid on dopaminergic sites in the cell membranes and the observed in-
crease of dopamine level in the striatum seem to favour the introduction
of antioxidants on treatment of parkinsonism at the beginning of the
disease.

CONCLUSIONS

1. A different effect of ascorbic acid on the dopamine level was
observed in different structures of the nigrostriatal pathway in the mouse
after intoxication with MPTP.

2. Ascorbic acid attenuated the effect of MPTP on the dopamine pool
in the mouse striatum.

WPLYW KWASU ASKORBINOWEGO NA POZIOM DOPAMINY
W MOZGOWIU MYSZY W NASTEPSTWIE ZATRUCIA 1-METYLO-4-FENYLO-1,
2,3,6-CZTEROHYDROPIRYDYNA (MPTP)

Streszczenie

U myszy CB-57 po podaniu MPTP w dawce 40 mg/kg przez cztery kolejne
dni obserwowano spadek poziomu dopaminy w prazkowiu okolo 88,89, a w $rod-
mézgowiu o 43,2%. Dodatkowe dwukrotne podanie kwasu askorbinowego po 100
mg/kg 20 minut przed i 20 minut po iniekcji MPTP w ciggu 4 dni wykazalo w praz-
kowiu przyrost stezenia dopaminy do 69,6°/0 wartosci kontrolnej. Przyrost dopaminy
w $réodmoézgowiu w tych warunkach byl statystycznie nieznamienny. Przedyskuto-
wano wplyw antyoksydacyjnego dzialania kwasu askorbinowego w przemianach
MPTP.
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BJINSIHUE ACKOPBMHOBOW KUCJ/IOTHI HA VPOBEHB JJO®AMMHA
B MO3I'Y MBIIIEN, OTPABJIMBAEMBIX
1-METUJTO-4-®EHWJIO-1,2,3,6-YETBIPET MIPOTTUPUIAHOMN
(MPTP)

Pe3rome

V meimeit CB-57 nocne noxaun B Tevenne 4 oyepennsix auer 40 mg/kg MPTP naGnronanocs
NOHWXXEHHE YpOBHS nodaMmHa B MOJIOCATOM Teje o mpubamsutensuo 88,8%, a B cpemHeM Mo3ry
0 43,29%,. TobaBounas aByxkpatHasi nogaya 100 mg/kg ackopOuHOBOM KMCIOTHI B 20 MHHYT Nepex
u B 20 munyT nocie uabekumn MPTP noBropsiemoit B Tedenune 4 nueif, mokasana yBeIHYeHHEe KOH-
LeHTpaumyn nodpamMuHa B mosiocaTtoM Tene a0 69,6% KOHTpoibHOM BenmuymHbl. Hapacranme mno-
tdamuua B cpeqHeM MO3ry GbUIO B 3THX YC/IOBHMSX CTATHCTHYECKH HeCyllecTBeHHO. O6cyxmaeTcs
BJIMSIHME AHTHOKCHIATHBHOTO NEHCTBHA ackOpOMHOBOH kHcIOTHI B MeTabomusme MPTP.
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It has recently been reported, that MPTP, a substance with halluci-
nogenic properties produces a Parkinson-like syndrome (Ballard et al.
1985; Schneider et al. 1986). After intoxication with MPTP specific
destruction was observed of some dopamine-containing neurons in the
nigrostriatal pathway in primates (Burns et al. 1983), and in mice (Hall-
man et al. 1984; Heikkila et al. 1984), and according to dose MPTP caused
the parkinsionian syndrome in humans (Davis et al. 1979; Langston et al.
1984). In experimental studies on the neurotoxicity of MPTP and its ana-
logues a high reduction of neuronal cells in the region of the pars com-
pacta of the substantia nigra was found, similar to the neuropathological
findings in Parkinson’s disease (Heikkila et al. 1984; Wilkening et al. 1986;
Youngster et al. 1986). A marked decrease of the dopamine level was
noted too in the striatum and in the substantia nigra in the mouse (Johns-
son et al. 1985) and depletion in *H-dopamine binding in some regions
of the mouse brain (Sershen et al. 1984). After intoxication with MPTP
the caudate nucleus and the substantia nigra showed a greater depletion
of thyrosine hydroxylase (TH) than the nucleus accumbens (Schneider,
Markham 1986).

The pathomechanism of MPTP-induced neurotoxicity has been explai-
ned by formation of 1-methyl-4-phenyl-2,3-dihydropyridine (MPDP) and
ultimately the pyridinium cation (MPP") in the reaction catalysed by
monoamine oxidase B (MAO B) under aerobic conditions (Chiba et al.
1984). Sinha et al. (1986) suggested, that the toxic effect of MPTP depen-
ded mainly on transport, binding and accumulation of pyridinium ions
in the synaptic endings as well as production of free radical inter-
mediates — O, and "OH. Experimental studies showed too, that MPP*
caused a decrease of respiratory activity of isolated mitochondria in the
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reaction: pyruvate-NADH and glutamate-NADH (Nicklas et al. 1985).
Furthermore, after intoxication with MPTP differences were noted in
oxygen uptake in different structures of the CNS. On the basis of the
foregoing observations it is postulated, that injury of the dopaminergic
centers in the brain depends in its major part on the MPTP effect on
aerobic metabolism of the respiratory chain (Schwartzman, Alexander
1985).

The aim of this work was to reveal the effect of intoxication with
MPTP on the respiratory activity in isolated neurons from the striatum,
substantia nigra and nucleus accumbens in the ascorbate-cytochrome
¢ system in the mouse.

MATERIAL AND METHODS

Thirty six C-57 black mice 20—25 g were used for the experiment.
The animals were divided into 3 groups: a) norm (6 animals), b) control
(15 animals), intraperitoneal injection of 0.2 ml 0.9 NaCl for successive
4 days, and c) experimental group (15 animals), intraperitoneal injection
of MPTP, 40 mg/kg in 0.2 ml of 0.9% NaCl. The animals were decapitated
1, 7, and 30 days after last MPTP dose and immediately sections were
stained with 2 mM methylene blue in 0.25 M sucrose and single neurons
were isolated from the pars compacta of the substantia nigra, striatum
and nucleus accumbens.

Oxygen uptake in the exogenic ascorbate-cytochrome c system was
determined in a Cartesian ampulla microdiver apparatus (Hydén, Pigon
1960). The results were expressed as O,/ul/h/neuron. For statistical ana-
lysis Student’s t test was applied.

RESULTS

The biochemical data for respiratory activity of the isolated neurons
after intoxication with MPTP and in the controls are presented in
Table 1.

The neurons from the pars compacta of the substantia nigra in the norm
used 12.48 +1.32 ul Oy/h/neuron. In the control animals subjected to 4-fold
injection with 0.9% NaCl no significant changes in oxygen uptake were
noted in the neurons, both one day and 30 days after the intoxications.

MPTP intoxication evoked a 16.9% decrease of oxygen uptake in
ascorbate-cytochrome c system in the neurons isolated from the pars
compacta of the substantia nigra after one day and a significant drop
of respiratory activity after 7 days (45.4%), and 50.2% after 30 days.
The results of oxygen uptake by neurons isolated from the striatum of
the control animals subjected to injection with 0.9% NaCl were found
to approach the values of the norm. After administration of MPTP a si-
gnificant decrease of respiratory activity was noted, 49%0 one day, 50.6%0
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7 days and 45.6% 30 days after the last injection. Almost similar results
were obtained in the norm and in the control group with 0.9% NaCl in
oxygen uptake by the neurons from the nucleus accumbens. All bio-
bens. All biochemical results after intoxication with MPTP both one day
(8.9%0), 7 days (23.1%0) and 30 days (19%s) were insignificant.

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

Tabela 1. Zuzycie tlenu przez izolowane neurony dopaminergiczne w obecnosci askorbinianu i cyto-
chromu C po zatruciu myszy przez MPTP

Time after Oxygen uptake % of control
Brain structure  Exp. group intoxication nn Zuzycie tlenu activity
Struktura moézgu Grupa dosw. (days) wl O, x 103/h/neuron  %aktywnosci
Czas po zatruciu X + SEM kontroli
(dni)
Substantia Norm 10 12.48+1.32
nigra — zona Norma
compacta 0.9% NaCl | 10 13.11 11,38 105.0
7/ 10 11.85+1.42 95.0
30 9 12.024+1.35 96.3
MPTP 1 10 10.37+1.42 83.1
7 11 6.814-0.75* 54.6
30 8 6.224-0.96* 49.8
Striatum Norm 10 18.054-2.01
Norma
0.9% NaCl 1 9 18.25+1.97 101.1
e 11 17.924+1.65 99.3
30 10 18.24-+2.00 101.1
MPTP 1 10 9.21+1.10* 51,0
8 8.92+1.12* 49.4
30 9 9.82-11.21 % 54.4
Nucleus Norm 10 20.154:-2.31
accumbens Norma
0.9% NaCl 1 8 20.85-+2.35 103.5
7 8 19.984-2.15 99.2
30 9 20.32+2.41 100.8
MPTP 1 9 18.35+2.10 91.1
10 15.464-1.87 76.9
30 8 16.334+-1.94 81.0
X  SEM — arithmetic mean * standard error of the mean — $rednia arytme-
tyczna * $redni blad $redniej n — number of neurons — liczba neuronéw
* p<<0.05
DISCUSSION

On the basis of the present experimental study of the neurotoxic
effect of MPTP, disturbances of electron transport by the respiratory
chain appeared in some dopaminergic neurons. The results suggested
a selective vulnerability of neurons from the pars compacta of the sub-
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stantia nigra and from the striatum (nigrostriatal pathway) by MPTP
as compared with mild changes in the neurons of the nucleus accumbens
(mesolimbic pathway).

It has been postulated, that the neurotoxic effect of MPTP could be
dependent on differences in MPP" accumulation into the synaptic dopa-
minergic endings in different structures of the CNS. Javitch et al. (1984)
demonstrated quantitative differences in the number of 3H-MPTP binding
centers: the highest one in the caudate nucleus, lower in the substantia
nigra and the lowest in the nucleus accumbens. The formation of MPP "
caused accumulation of NADH and lactates and then evoked acidosis and
produced degeneration or destruction of the neurons (Vyas et al. 1986).
In experimental work on MPTP neurotoxicity (20 mg/kg) reduction was
shown in cell bodies in the region of the pars compacta of the substantia
nigra approximately by 95% (Wilkening et al. 1986). Some authors tried
to explain the injury of the neurons by pyridinium cations MPP" and
then by hydrogen peroxide and other free radicals formation, which inhi-
bited oxygen utilization by the respiratory chain (Poirier, Barbeau 1985;
Yong et al. 1986). Further experiment showed, that reduced glutathione
(GSH) detoxified these metabolites in the substantia nigra and could be
used in prevention and treatment of the Parkinson-like syndromes after
intoxication with MPTP. It was demonstrated, that in Parkinson’s disease
in humans the GSH level was decreased (Perry et al. 1982). Another
antioxidant — ascorbic acid attenuated in about 19.21% the toxic effect
of MPTP on dopaminergic synaptic endings in the striatum in mice
(Sershen et al. 1985). It has been suggested, that antioxidants can inhibit
both oxidation of MPTP and MPP' axonal transport and binding in do-
paminergic synapses. The present studies indicated different dynamics
of the toxic effect following MPTP administration in different structures
of nigrostrietal pathway, e.g. approximately a 50% decrease of oxygen
uptake was noted on the first day after poisoning in the stria-
tum and only after 7 days an almost similar effect was observed in
neurons from the pars compacta of the substantia nigra. It seems that
different phenomena could be taken into account in connection with the
toxicity of MPTP, e.g., quantitative changes in MPTP binding, differences
in axonal transport as well differences in glucose consumption by the
neurons from the pars compacta of the substantia nigra and from the
striatum in normal conditions. The data presented in Table 1 indicate
lower oxygen uptake by the neurons isolated from the substantia nigra
than from the striatum. It has been postulated, that neurons with lower
oxygen metabolism are less sensitive to a decrease of the respiratory
chain activity and sometimes can show a hypercompensative increase of
oxygen uptake in hypoxia (Smialek 1979). This opinion seems to be con-
firmed by observation of Schwartzman and Alexander (1985), who obser-
ved a decrease of tritiated glucose in the striatum and its increase in the
substantia nigra after 4-fold administration of 0.5 mg/kg MPTP. The
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above results are different from our data shown in the present paper.
Oxygen uptake decreased after intoxication with MPTP both in the
neurons from the striatum and from the substantia nigra. Only a retar-
dation of the above reaction was noted in neurons isolated from the pars
compacta of the substantia nigra. The differences may have depended
on species differences, on doses, and on selective vulnerability of diffe-
rent neurons to MPTP (Chiueh et al. 1985).

CONCLUSIONS

1. MPTP inhibits respiratory activity in dopaminergic nigrostriatal
neurons in the ascorbate-cytochrome c system.

2. A different dynamics of MPTP toxicity to the ascorbate-cyto-
chrome c system appears in the neurons from the striatum and from the
pars compacta of the substantia nigra.

OCENA DZIALANIA 1-METYLO-4-FENYLO-1,2,3,6-CZTEROHYDROPIRYDYNY
(MPTP) NA AKTYWNOSC ODDECHOWA NEURONOW DOPAMINERGICZNYCH
W MOZGOWIU MYSZY

Streszczenie

Do doswiadczenia uzyto myszy CB 57, samce. Zwierzetom podawano dootrzew-
nowo przez cztery kolejne dni MPTP w dawce 40 mg/kg masy ciala. Po 1, 7 i 30
dniach po podaniu ostatniej dawki MPTP myszy dekapitowano i izolowano poje-
dyncze neurony z warstwy zbitej istoty czarnej, prazkowia i jadra poilezacego prze-
grody przezroczystej mozgu. Badanie aktywnoséci koncowego etapu lancucha odde-
chowego w ukladzie zawierajgcym egzogenny askorbinian i cytochrom c przepro-
wadzono w aparacie z ampulkowym mikronurkiem Kartezjusza. Zaobserwowano
znamienny statystycznie spadek zuzycia tlenu przez neurony izolowane z prazko-
wia miedzy 1 a 30 dniem po ostatniej iniekcji MPTP, a neuronéw warstwy zbi-
tej — si6dmego i trzydziestego dnia. Nie stwierdzono istotnych zmian w neuronach
z jadra pollezacego przegrody przezroczystej.

Uzyskane wyniki wskazujg na wybiorcze hamowanie aktywnosci oddechowej
izolowanych neuronéw szlaku nigroneostriatalnego w ukladzie askorbinian-cyto-
chrom c.

OLIEHKA BJIMAHUA 1-METUJI0-4-®EHWJIO-1,2,3,6-YETBIPET MIPOITMPUINHbI
(MPTP) HA JOBIXATEJIbHYIO AKTHUBHOCTh JO®PAMMHEPYECKHNX HEBPOHOB
B MO3I'Y MBIIIEN

Pesome

B skcnepumente Obutd ynorpebGnensl Mpimm CB 57, camupl. B Teuenue 4 ouepenHbIX AHE
JKHBOTHBIM MOJaBajics HHTpanepuroHeabio MPTP B nmose 40 mg/kg, maccer Tena. ITocne 1, 7
u 30 gasx mocite mocneaHei 10361 MPTP npon3BoaMiack AeKamuTalMsa M U3 Mo3ra GbUmA H30/1H-
POBaHbI OT/IC/IbHBIC HEBPOHBI M3 KOMIIAKTHOTO CJIOS YEPHOrO BELIeCTBa, MOJOCATOrO Tena H .
accumbens. ViccnienoBaHue aKTHBHOCTH KOHLEBOTO 3Tama AbIXATENbHOM LEmMH B CHCTEME, couep-
JKAIOMel J3K30reHHbl aCKOPOWHAAH W LETOXPOM C ObUIO NPOBENEHO B ammapaTte ¢ aMIyJIOBbIM
MAKpoHYpKOM Kapresus. VnorpeGieHde KHCIOpPOJa HEBPOHAMH H30JIHPOBAHHBIMH H3 I10J10Ca-
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TOoro tena mexay 1 a 30 nuem mocse mocneanero sseaeHus MPTP, 6GblI0 CTATHCTHYECKH CYIIECT-
BEHHO TOHWKEHHOE IO CPAaBHEHHIO ¢ HEBPOHAMH KOMIIAKTHOTO CIIOS YEPHOrO BEINECTBA, H30/IH-
poBanubiMM B 7 ¥ 30 nHe. B HeBpoHAX n. accumbens He OOHAPYKEHO CYIIECTBEHHBIX M3MEHEHMH.

OO6HapyXeHO CeIeKTHBHOE TOPMOXXEHHE IbIXaTENbHOU AKTHBHOCTH H30JMPOBAHHBIX HEBPO-

HOB HHI'DOCTPHATAJLHOX CHCTEMBI B CpEME, COHEPKAIOLIEH ACKOPOHHHAH-LIATOXPOM C.
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JANUSZ SZYMAS, WIESEAWA BICZYSKO, PRZEMYSELAW GABRYEL

OBECNOSC KWASNEGO WELOKIENKOWEGO BIALKA GLEJOWEGO
(GFAP) JAKO WYKLADNIK ROZNICOWANIA KOMOREK
RDZENIAKA *

Katedra i Zaklad Patomorfologii Klinicznej Akademii Medycznej, Poznan

Ostatnie 20 lat badan rdzeniaka nie doprowadzilo do ustalenia jed-
nolitej opinii o skladzie jego populacji komérkowej. Ranga tego zagad-
nienia wzrosta w ostatnich latach ze wzgledu na wdrozenie w leczeniu
pooperacyjnym tego nowotworu celowanej chemioterapii (Ward 1978;
Cangir i wsp. 1984; Crafts i wsp. 1978; Bloom, Glees 1985). Okreslenie
kierunku i stopnia zréznicowania komoérek nowotworowych jest réowniez
istotne w rokowaniu (Koppelson i wsp. 1983).

Coraz mniej autorow wyraza poglad o mezodermalnym pochodzeniu
rdzeniaka (Nishii 1929; Gullotta 1967; Kersting 1967). Rowniez miesak
pajeczynowki (sarcoma arachnoideale), (Foerster, Gagel 1939) zostal prze-
klasyfikowany jako desmoplastyczna posta¢ rdzeniaka (Soejima, Fukui
1973; Ziilch 1979). Wiekszos¢ wspolczesnych badaczy opowiada sie za neu-
roektodermalnym pochodzeniem rdzeniaka. Tworcami tej teorii sa Bailey
i Cushing (1925), a popieraly jg badania Stevensona i Eschlina (1934), Ka-
dina i wsp. (1970), Rubinsteina (1972, 1975), Rubinsteina i wsp. (1974).
Wymienieni autorzy uwazaja, ze nowotwor wywodzi sie z komérek plo-
dowej zewnetrznej warstwy ziarnistej mézdzku. Inni autorzy twierdza, iz
punktem wyjécia rdzeniaka sg komorki velum medullare posterius (Raaf,
Kernohan 1944) oraz komoérki zwojowe wewnetrznej warstwy ziarnistej
moézdzku (Zimmerman 1967). Istniejg tez prace wskazujgce na znaczne
morfologiczne podobienstwo zewnetrznej warstwy ziarnistej mozgu szczu-
ra i rdzeniaka (Del Cerro, Snyder 1972).

Potwierdzenie, postulowanej od dawna (Bailey 1933), koncepcji do-
tyczacej kierunku réznicowania sie komorek nowotworowych w rdzeniaku
uzyskano dopiero na podstawie badan elektronowo-mikroskopowych. Po-
czatkowo znaczna czes¢ autorow wypowiada sie jednoznacznie, iz rdzeniak
zbudowany jest z prymitywnych komoérek, bez cech réznicowania (Ishida

* Praca wykonana w ramach Programu Rzgdowego PR-06.
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i wsp. 1964; Ziilch, Wechsler 1968; Matakas i wsp. 1970; Lyser 1975).
O réznicowaniu sie komoérek nowotworowych w kierunku nerwowym do-
nosili Escourolle i Poitier (1967), Rubinstein i wsp. (1974), Miiller i Schae-
fer (1974), Ermer i Brucher (1974), Toga (1976), Camins i wsp. (1980), Moss
(1983), a w kierunku glejowym Rubinstein i wsp. (1974), Miiller i Schae-
fer (1974), Camins i wsp. (1980). Wprowadzenie techniki immunohisto-
chemicznej (Sternberger i wsp. 1970) pozwolilo wykaza¢ w rdzeniakach
obecnos$¢ bialek swoistych dla osrodkowego ukladu nerwowego. W ten
spos6b wielu autorow potwierdzilo glejowe (Deck i wsp. 1978; Eng, Ru-
binstein 1978; Barnard, Pambakian 1980; Palmer i wsp. 1981; Pasquier
1 wsp. 1983; Mannoji i wsp. 1981, Roessmann i wsp. 1983; Kumanishi
i wsp. 1985) i nerwowe (Roessmann i wsp. 1983) réznicowanie sie komo-
rek rdzeniaka. Z przytoczonych danych wynika, ze coraz wiecej autoréw
przychyla sie do koncepcji dwukierunkowego réznicowania si¢ komorek
w obrebie tego samego guza. Jednakze cze$¢ autoréw interpretuje dodatni
wynik reakeji immunohistochemicznej z uzyciem surowicy anty-GFAP
wylgcznie jako wykazanie obecnosci odczynowych astrocytow wsréd na-
cieku nowotworowego (Coffin i wsp. 1983; Goebel i wsp. 1983; Schind-
ler, Gullotta 1983).

Celem przedstawionych w niniejszej pracy badan bylo okreslenie na
duzej liczbie przypadkéw kierunku i czestosci réznicowania sie komorek
rdzeniaka przy uzyciu metody elektronowo-mikroskopowej i immuno-
histochemicznej.

MATERIAL I METODY

Przedmiotem opracowania byly rdzeniaki leczone operacyjnie u 84
pacjentow w Klinice Neurochirurgii Akademii Medycznej w Poznaniu
w okresie od 1956 do 1980 r.

W mikroskopie $wietlnym zbadano skrawki parafinowe z wszystkich
84 przypadkow rdzeniaka barwione hematoksyling i eozyng, kwasng he-
matoksyling fosforanowo-wolframowg (PTAH), impregnowane metoda
zlotowo-sublimatowg wedlug Cajala w modyfikacji dla materialu zata-
pianego w parafinie oraz impregnowane wedlug metody Gomoriego. Na
seryjnych skrawkach wykonano odczyny immunohistochemiczne z uzy-
ciem kompleksu peroksydaza-antyperoksydaza (Sternberger i wsp. 1970)
i surowicy przeciw kwasnemu wiokienkowemu biatku glejowemu (GFAP),
uzyskanej wedlug metody opisanej uprzednio (Szymas, Morkowski 1984).

W mikroskopie elektronowym zbadano 12 przypadkow z tej grupy.
Material tkankowy do badania elektronowo-mikroskopowego pobierano
z kilku miejsc guza natychmiast po wyjeciu nowotworu z jamy czaszki
w czasie zabiegu operacyjnego i utrwalano w roztworze Karnowskiego,
niezaleznie od reszty materialu operacyjnego. Pozostalg cze$¢ przezna-
czong do badan w mikroskopie $wietlnym utrwalano w 4% zbuforowa-
nej formalinie.
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Material do badania elektronowo-mikroskopowego utrwalano dodat-
kowo w OsO,, odwadniano i zatapiano w Eponie 812. Pélcienkie i ultra-
cienkie skrawki krojono na ultramikrotomie OmUj;. Poélcienkie skrawki
barwiono blekitem toluidyny. Ultracienkie skrawki kontrastowano octa-
nem uranylu i cytrynianem olowiu. Zdjecia elektronowo-mikroskopowe
wykonano w mikroskopie JEM TA i Opton 10A.

WYNIKI

W skrawkach barwionych hematoksyling i eozyng stwierdzono roz-
legte obszary monotonnej populacji drobnych, anaplastycznych komorek,
o okragltym lub wydluzonym ksztalcie, nadbarwliwych jadrach i skg-
pym obrgbku cytoplazmy (ryc. 1). W czeSci przypadkoéw obecne byly
rozety Homera-Wrighta i uklady rzekomorozetowe. Uklady palisadowe
stwierdzono tylko w 2 przypadkach. Komoérki o owalnym i wydluzonym
ksztalcie tworzyly widoczne zawirowania. W tych przypadkach w bar-
wieniu PTAH stwierdzono obecnos¢ delikatnego, wiokienkowego materiatlu
trudnego do interpretacji (jednobiegunowa wypustka czy zragb). W ma-
teriale barwionym tym sposobem stwierdzano ponadto liczne granatowe
wlokienka wystepujgce w duzych komérkach o obfitej cytoplazmie i wy-
datnych, wielokierunkowo przebiegajacych wypustkach.

W 10 przypadkach stwierdzono znaczny rozplem tkanki lgcznej, ma-
nifestujgcy sie obecnoscig ciasno upakowanych wrzecionowatych komérek
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Ryc. 1. Monotonne utkanie rdzeniaka zlozone z populacji drobnych, niezréznico-
wanych komérek. H—E. Pow. 400 X
Fig. 1. Homogeneous cellular pattern of medulloblastoma, composed of small und
differentiated cells. H—E. X 400
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i licznych wiékien siateczki. W obszarach o takim utkaniu obecne byly
rowniez wyspy mniej licznych komorek, pomiedzy ktéorymi nie stwier-
dzono obecnosci wldkien srebrochlonnych. Barwienie PTAH z reguly
podkreslalo rysunek tych wysp poprzez obecnos¢ pomiedzy nimi grana-
towo barwigcych sie wlokien w cytoplazmie perykarionéw i wypustek
komoérek o cechach odczynowych astrocytéow. Tylko nieliczne komorki
tego typu stwierdzano w obrebie samych wysp.

Ryc. 2. Skape stragty metaliczne w pojedynczych komoérkach rdzeniaka w impre-
gnacji sposobem Cajala. 600 <

Fig. 2. Scarce metalic deposits in some cells of medulloblastoma in Cajal’s gold
impregnation. < 600

Impregnacja skrawkéw wedlug metody Cajala uwidocznila obfitg cy-
toplazme i dobrze wyksztalcone liczne i diugie wypustki odczynowych
astrocytow. Drobne, anaplastyczne komoérki rdzeniaka w zasadniczej ma-
sie nie impregnowaly sie. Tylko niekiedy spostrzegano pojedyncze drobne
bezwypustkowe komoérki o nieco liczniejszych ziarnistosciach, odcinajgce
sie od homogennego tta (ryc. 2).

Reakcja immunohistochemiczna z uzyciem surowicy przeciw GFAP
uwidocznita obecne we wszystkich badanych guzach duze komorki z licz-
nymi wypustkami. Ztogi produktéw reakcji byly obfite i skoncentrowane
w czgsci cytoplazmy, zasadniczo odpowiadajgc przebiegowi wiokienek gle-
jowych. Komorki tego typu wystepowaly obficie w przylegajacych do
guza czeSciach moézgowia oraz w brzeznych obszarach utkania nowotwo-
rowego. Odpowiadaly one odczynowym astrocytom (ryc. 3). Ich liczne
wypustki zbiegaly sie wokol wlosowatych naczyn krwiono$nych. Takie
astrocyty byly mniej liczne w centralnych obszarach guza, obficiej wy-
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stepowaly w otoczeniu wysp komorek rdzeniaka o wydatnej desmoplazji.
W obszarach litych stwierdzano réwniez zlogi reakeji immunohistoche-
micznej. Zlokalizowane byly one w obrebie waskiego pasma cytoplazmy
nielicznych komoérek nowotworu, nie réznigcych sie wielkoscig i ksztal-
tem od pozostatych (ryc. 4a, b). Komorki tego rodzaju byty rozsiane w jed-

N SR SR S

Ryc. 3. Reaktywne astrocyty w utkaniu rdzeniaka. Odczyn z surowicg anty-GFAP.
Mikroskop polaryzacyjno-interferencyjny. Pow. 600 X

Fig. 3. Reactive astrocytes within medulloblastoma. Anti-GFAP reaction. Polarized-
-interphase microscopy. > 600

nakowym stopniu w calym guzie bez wyraznego zwigzku z przebiegiem
naczyn. Brak tez bylo réznic w ich wystepowaniu w centralnych i obwo-
dowych czesciach guza. Obrazy o takim typie odczynu z surowicg prze-
ciw GFAP stwierdzono w 21 badanych guzach (25%). Czesciej, bo w sied-
miu na dziesie¢ badanych przypadkéw widywano GFAP-dodatnie ko-
moérki nowotworowe w desmoplastycznej postaci rdzeniaka.

W badaniu elektronowo-mikroskopowym rdzeniakéow stwierdzono nie-
jednorodny charakter komérek. Najwiekszg liczbowo populacje stanowily
niskozréznicowane komoérki ksztaltu wydluzonego, z duzym jadrem i wa-
skim pasmem cytoplazmy (ryc. 5). Ich jadra roznily sie¢ zawartoscig hete-
rochromatyny. Wszystkie wykazywaly nieregularne zarysy, wrebiasta
otoczke wytwarzajacg liczne wpuklenia i dlugie wypustki z przeweze-
niami i z mnogimi, nieregularnie rozmieszczonymi porami. Cze$¢ jgder
charakteryzowala sie obecnoscig waskiego pasa heterochromatyny, sku-
pionej przy otoczce jadrowej i duzego jaderka. W drugim typie jader
stwierdzano znacznie wiekszg zawartos¢ heterochromatyny, rozproszonej
po calym obszarze karioplazmy, badz tez skupiajacej sie pod otoczka.
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Jadra te réwniez zawieraly duze jagderka. W obu typach jader obserwo-
wano roznego stopnia poszerzenia przestrzeni miedzy blaszkami otoczki
jadrowej. W niektérych komoérkach z blon otoczki jagdrowej formowaty
sie figury mielinowe. Cze$¢ komoérek ulegala nieprawidlowemu podzia-
fowi mitotycznemu. Wyrazalo sie to miedzy innymi obecnoscig struktur
cytoplazmy (kanaly siateczki, mitochondria, lizosomy, figury mielinowe)

Ryc. 4. Komérki rdzeniaka zawierajgce zlogi produktu reakeji immunohistoche-
micznej w obrebie waskiego ragbka cytoplazmy. Odczyn z surowicg anty-GFAP,
a. Pow. 600 X, b. Pow. 1000 <
Fig. 4. Medulloblastoma cells containing deposits of the product of immunohisto-
chemical reaction with anti-GFAP serum. a. X 600, b. X 1000
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w obszarze karioplazmy przy zrekonstruowanej czesciowo oOtoczce jadro-
wej. Cytoplazma w obu rodzajach komorek stanowila waskie pasmo za-
wierajgce liczne polirybosomy, pojedyncze kanaly siateczki $rodplazma-
tycznej ziarnistej i mitochondria, aparat Golgiego, centriole i krople li-
pidéw. Cze$¢ komorek posiadata krotkie wypustki. W cytoplazmie wy-
pustek znajdowaly sie polirybosomy i mitochondria. W niektérych ko-
morkach krople lipidowe zajmowaly znaczng cze$¢ cytoplazmy. Mito-
chondria mialy zageszczong macierz, dlugie grzebienie i waska przestrzen
miedzygrzebieniowg. Cze$¢ niskozréznicowanych komorek wykazywala
cechy zwyrodnienia; wyrazalo si¢ to specznieniem mitochondriéw, posze-
rzeniem kanalow siateczki, pojawieniem si¢ figur mielinowych uformo-
wanych z blon siateczki s$rédplazmatycznej i kondensacja chromatyny
jader. W koncowej fazie dochodzilo do rozpadu komorek.

Ryc. 5. Fragment rdzeniaka zbudowanego z niezréznicowanych komérek. Waski
rabek cytoplazmy zawiera liczne polirybosomy, skapo rozbudowany aparat Gol-
giego oraz nieliczne mitochondria. ME. Pow. 4.800 X

Fig. 5. Fragment of medulloblastoma consisting of undifferenciated cells. Narrow

rim of cytoplasm contains numerous polyribosomes, scarce Golgi complex and non
numerous mitochondria. EM. X 4800
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W utkaniu nowotworéw znajdowano ponadto pola komérek o cechach
roznicowania si¢ zaréwno w kierunku spongioblastow, jak i neuroblastow.
W polach komoérek o zréznicowaniu neuroblastycznym nierzadko wyste-
powaly uklady rozetowe, w ktérych ciata komorek lezaly obwodowo, a ich
wypustki zajmowaly polozenie centralne. W cytoplazmie i w wypustkach
tych komoérek widoczne byly liczne neurotubule. Przy ich duzym nagro-
madzeniu wypustki komoérkowe upodabnialy si¢ do dendrytéw (ryc. 6).
Dalszym wyktadnikiem réznicowania sie komérek w kierunku neurobla-
stow byly pecherzyki o $rednicy 80—100 nm z elektronooptycznie gestg
zawartoscig, odpowiadajgce obrazowi pecherzykéw synaptycznych (rye. 7)
oraz formowanie kolbkowatych zakonczen przypominajgcych polgczenia
synaptyczne.

W cytoplazmie okolojgdrowej komorek roznicujgcych sie w kierunku
spongioblastycznym obecne byly liczne kanaly ziarnistej siateczki $réd-

P v .. Ry ¥ (A e X ¢ P . 3PS #
Ryc. 6. Fragment rdzeniaka z komoérkami zréznicowanymi:w kierunku neurobla-
stycznym. Komérka z jednobiegunowa wypustka z obecnoscia neurotubul zaréwno

w cyteplazmie perykarionalnej i wypustkowej (strzatki). ME. Pow. 12.800 X
Fig. 6. Fragment of medulloblastoma with cells differentiating into neuroblastic
direction. A cell with unipolar process, containing neurotubules in both perikaryal

and process cytoplasm (arrows). EM. X 12800
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plazmatycznej, mitochondria, aparat Golgiego, a przede wszystkim deli-
katne filamenty o $rednicy 10 nm (ryc. 8). Tego typu filamenty oraz ziar-
nistos$ci glikogenowe stwierdzono réwniez w wypustkach komérek rozni-
cujgcych si¢ w kierunku spongioblastow. W nielicznych komoérkach tej
linii obecny byl intensywnie osmofilny material powstajacy z konden-
sacji filamentow. Wypustki komérek réznicujgcych sie w kierunku spon-
gioblastéw wystepowaly w tych samych polach, w ktérych nagromadzone
byly wypustki zawierajgce neurotubule.

W obu rodzajch utkania znajdowano zlacza miedzykomoérkowe typu
zonulae adherentes. Przestrzenie miedzykomoikowe byly przewaznie sze-
rokie, w niektérych okolicach komorki $cisle przylegaly do siebie. W ob-
szarach okolonaczyniowych i w naciekach guza w obrebie opon, byly
obecne réwniez wlékna kolagenowe, proteoglikany podscieliska, fibro-
blasty, a bezposrednio w sagsiedztwie naczyi wlosowatych wynaczynione

Ryc. 7. Fragment rdzeniaka o zré6znicowaniu neuroblastycznym. Cytoplazma przy-
leglych do siebie komérek zawiera pecherzyki synaptyczne oraz neurotubule (strzal-
ki). ME. Pow. 36.000 X
Fig. 7. Fragment of medulloblastoma with neuroblastic differenciation. Cytoplasm

of cells containing synaptic vesicles (arrows) and neurotubules (arrows). EM.
X 36 000

http://rcin.org.pl



322 J. Szymas$ i wsp.

krwinki igwloknik. Obszary takie byly szczegdlnie rozlegle w utkaniu
desmoplastycznych rdzeniakow.

Pola komorek o cechach réznicowania sie zaréwno w kierunku spon-
gioblastow jak i neuroblastow wystepowaly w 5 przypadkach. W 2 przy-
padkach stwierdzono jedynie wyktadniki réznicowania w kierunku neu-
roblastycznym. W 5 guzach obecne byly tylko prymitywne komorki.

Ryc. 8. Fragment rdzeniaka o zréznicowaniu glejowym. Jadra komoérek o nieregu-
larnych obrysach. Cytoplazma okolojgdrowa zawiera liczne peczki filamentéw o $red-
nicy 10 nm, liczne kanaly ergastoplazmy i liczne mitochondria. Pow. 28.000 <

Fig. 8. Fragment of medulloblastoma with glial differentiation. Irregularly outlined

nuclei. Perinuclear cytoplasm containing numerous bundles of 10 nm filaments,
numerous channels of endoplasmic reticulum and numerous mitchondria. X 28 000

OMOWIENIE

Bailey i Cushing (1925) przy uzyciu zlotowo-sublimatowej impregnacji
wedlug Cajala uwidocznili w utkaniu rdzeniaka typowe astrocyty. Cha-
rakter tych komorek (astrocyty nowotworowe czy odczynowe) nie zostal
jednak wyjasniony, z braku odpowiednich metod pozwalajacych na ich
réznicowanie. Rowniez barwienie PTAH uwidaczniajgce material wilé-
kienkowy w obszarach o glejowym zréznicowaniu (Rubinstein 1972) nie
daje podstaw do takiego rozrézniania tych astrocytow.

Wprowadzenie metod immunohistochemicznych z uzyciem surowicy
anty-GFAP do badan guzéw mézgu pozwolilo oczekiwaé interesujgcych
wynikow. Jednak juz w pierwszych pracach zaznaczyla sie rozbieznose
wynikow uzyskanych przez poszczegélnych autoréw (Van der Meulen
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i wsp. 1978; Delpeh i wsp. 1978; Eng, Rubinstein 1978; Velasco i wsp.
1980). Dopiero prace oparte na reprezentatywnej liczbie przypadkow do-
wiodly, ze 25 do 60% komorek rdzeniaka wykazuje dodatnig reakcje
immunohistochemiczng z surowicg przeciw GFAP (Palmer i wsp. 1981;
Mannoji i wsp. 1981; Merkel i wsp. 1982; Roessmann i wsp. 1983; Ku-
manishi i wsp. 1985).

Uzyskane przez nas wyniki wykazujace 25% GFAP-dodatnich rdze-
niakéw potwierdzaja te dane. Istotne wydaje sie przy tym spostrzezenie,
ze GFAP-dodatnie komorki byly réwnomiernie rozproszone w calym gu-
zie. Podobne obserwacje poczynili Mannoji i wsp. (1981). Fakt ten wy-
daje sie o tyle wazny, poniewaz wskazuje, iz drobny fragment rdzeniaka
moze by¢ pod tym wzgledem reprezentatywny dla calosci guza. Spostrze-
zenie to jest zasadnicze réwniez dla odréznienia GFAP-dodatnich komo-
rek rdzeniaka od odczynowych astrocytow. Te ostatnie dawaly sie z re-
guly latwo identyfikowa¢ na podstawie cech morfologicznych, uchwyt-
nych juz zreszta w seryjnych skrawkach barwionych metoda PTAH i im-
pregnowanych wedlug Cajala.

W badaniu mikroskopowo-elektronowym najliczniejsze byly prymi-
tywne komorki bez morfologicznych cech zréznicowania. Jednak w znacz-
nej czeSci guzdéw uzyskano obrazy $wiadczgce o réznicowaniu sie komo-
rek nowotworowych w kierunku badz spongioblasta badz tez neuroblasta.
Wykladnikami $wiadczgcymi o réznicowaniu sie komoérek w kierunku
neuroblastycznym byly: wystepowanie w cytoplazmie i wypustkach neu-
rotubul i pecherzykow synaptycznych, formowanie pojedynczych kolbko-
watych zakonczen przypominajacych polaczenia synaptyczne, rozetkowy
uktad komoérek z centralnym umiejscowieniem ich wypustek zawieraja-
cych neurotubule. Komoérki te przypominajace morfologicznie plodowe
neurony, opisali w rdzeniakach uprzednio inni autorzy (Soejima 1970;
Roy 1977; Moss 1983).

Cechami pozwalajgcymi na ustalenie réznicowania komoérek nowo-
tworowych w kierunku spongioblastycznym byly: odmienny wyglad jadra
oraz obecno$¢ w cytoplazmie i wypustkach licznych peczkéw wiokienek
posrednich. Obrazy te odpowiadajg typowi drugiemu komoérek rdzeniaka
opisanych przez Moss (1983). Wystepowanie wypustek w komoérkach rdze-
niaka jest dobrze udokumentowane (Soejima 1970; Roy 1977; Camins
i .wsp. 1980). Wypustki te wykazujag wyraznie dwojaki charakter. Wiele
wypustek zawierajacych obfity material wiokienkowy wykazywalo lgcz-
nos¢ z komoérkami o zréznicowaniu spongioblastycznym. Przemawialo to
rowniez za ich nowotworowym, a nie odezynowym pochodzeniem.

Wykladniki réznicowania sie komoérek rdzeniaka spostrzegano w ba-
daniach immunohistochemicznych i elektronowo-mikroskopowych row-
niez w obrebie mas guza naciekajgcych przestrzen podpajeczynéwkows.
Wyklucza to obecnos¢ domieszki wysokozréznicowanych struktur neuro-
ektodermalnych moézgu, przetrwatych w obrebie nacieku nowotworowego.
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Tak wiec dwukierunkowe roéznicowanie sie komorek rdzeniaka jest
bezsporne. Nalezy jednak pamieta¢ o ograniczeniu kazdej ze stosowanych
metod. Do badania elektronowo-mikroskopowego mozna pobra¢ tylko nie-
wielki fragment tkanki, nie zawsze reprezentatywny, w ktéorym moga by¢
nieobecne rozproszone formy komorek bardziej zréznicowanych. Metoda
immunohistochemiczna oparta na badaniu skrawkoéw utrwalonych w for-
malinie bez watpienia obarczona jest bledem falszywie ujemnych wyni-
kow. W poréwnawczych badaniach materialu mrozeniowego i parafino-
wego mozgu myszy wykazano bowiem (Szymas 1986), iz formalina po-
woduje destrukcje antygenowosci GFAP.

Nie bez znaczenia pozostaje tez wiele szczegélow zwigzanych z utrwa-
laniem i przeprowadzaniem materialu tkankowego. Moze to tez tluma-
czy¢, dlaczego niektérym autorom (Goebel i wsp. 1983; Coffin i wsp. 1983;
Schindler, Gullotta 1983) nie udalo sie uzyska¢ dodatniego odczynu z su-
rowicg anty-GFAP w obrebie komoérek rdzeniaka.

Na podstawie przeprowadzonych badan wydaje si¢ niezbedne zasto-
sowanie dla diagnostyki rdzeniaka, w miare mozliwosci, wszystkich do-
stepnych technik badawczych materialu tkankowego. Moga one tez sta-
nowi¢ przestanke do wnioskowania o cytogenezie i biologii rdzeniaka.
Dane te nakazujg tez indywidualne rozwazenie wskazan i ocene wynikow
nastepowego, wzgledem zabiegu operacyjnego, leczenia.

THE PRESENCE OF GLIAL FIBRILLARY ACIDIC PROTEIN (GFAP) AS AN
EXPONENT OF DIFFERENTIATION OF MEDULLOBLASTOMA CELLS

Summary

Eighty four cases of medulloblastoma were examined immunohistochemically
with anti-GFAP serum, twelve cases were examined with electron microscope to
determine the differentiation of tumor cells. Glial differentiation of medulloblastoma
cells was found in 21 cases, as determined by immunohistochemistry. In electron
microscope glial differentiation was manifested by presence of filaments of 10 nm
diameter in the cytoplasm of few tumor cells. Neuronal differentiation was mani-
fested by presence of neurotubules, synaptic vesicles, forming of bulb-like endings
and processes similar to dendrites.

Our study has shown, that in diagnosis of medulloblastoma it is useful to per-
form paralelly immunohistochemical and ultrastructural studies, which allow more
precise determination of direction and degree of differentiation of the tumor cells
than routine histology.

MPUCYTCTBUE KHWCJIOITO ®UBPUJUISIPHOI'O TI'JIMO3HOI'O BEJIKA (GFAP)
KAK IIOKA3ATEJIb AU®PEPEHLIMPOBKM KJIETOK MEVJIJIOBJIACTOMbBI

Pe3ome

B 84 ciyyasx meaynno6nactoMsl Gbiia MpoBeAeHA WMMYHOTHCTOXHMMYECKas peaxims, o6
Hapy)XHBAOIIAs NPUCYTCTBHE Kucnoro (ubpuansproro riwosnoro Genka (GFAP). 12 cnyuaes
M3 3TON rpynmbl ObLIH MCCIIEA0BAHBI JJEKTPOHHO-MAKPOCKONMYECKH, 4TOOBI onpenemutsh audde-
PEHIMPOBKY KJIETOK OIYyXOJIH.
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I'nuo3nas muddepeHumposka KIeTOK Meaysuiobmactomsl Obita Haifmena B 21 ciyyasx, Ha

OCHOBAHMM TIOJNIOKHTEIHOW HMMYHOIHCTOXHMHYECKOM peakuuH. B 3MeKTPOHHO-MHKPOCKOMH-
4eCKOM HMCCiIeIOBAaHHH I depeHInpOBKa TIIHO3HBIX KJIETOK IMPOSABIISIIACH IPUCYTCTBHEM hHOpULI
¢ muaMeTpoM 10 nm B UMTOMIa3Me HEMHOTOYHCIICHHBIX KJIETOK omyxonu. Hepsuas muddepen-
LIMPOBKA OMYyXOJIEBLIX KJIETOK MPOSIB/ISAJIACH NPUCYTCTBHEM HEBPOTYOYIUI, CHHANITHYECKHX TYy3bIPb=
KOB, (OPMHPOBAHUEM KOJIOOYKOBMIHBIX OKOHYAHHMN M YMONOOJEHHBIM HNEHAPHTAM OTPOCTKOM.
TIpoBeneHHbIE MCCIIEAOBAHUA TOKA3a/JM, YTO B [AMArHO3e MeAy/UI00/IacTOMBI 1ienecoobpa3Ho
napaje/ibHoe NPHMEHEHHE HMMYHOTHCTOXMMHYECKOTO H Y/IBTPACTPYKTYPHOTO HCCIIEOBaHMMA,
MO3BOJIAIOLIAX TOYHEE, Y€M PYTHHHBIE THCTOJIOTHYECKHE METOAbI, OOHApYXHTh Pa3HUIY B Ha-
NIPaBJICHUA H CTENeHH AW(GEPEeHUMPOBKH KJIETOK 3TOH OMyXOJH.,
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Spontaneous neoplasms of the central nervous system in gerbils are
unknown. After introduction of a Mongolian gerbil into laboratory use
(Schwentker 1963) it was suggested that these rodents do not develop
spontaneous tumors (Handler, Pav 1964; Handler et al. 1966). Soon both
in the Mongolian gerbil and in some few species of wild and laboratory-
-bred Gerbillinae neoplasms of the skin and internal organs were noted
(Benitz, Kramer 1965; Ringler et al. 1972; Rowe et al. 1974; Vincent, Ash
1978). The tumors were observed in 8.4—24%0 of autopsied animals (Vin-
cent et al. 1979) particularly in ageing, more than 2-year-old animals
(Rowe et al. 1974; Vincent et al. 1975).

This paper concerns a primary spontaneous glioma of the medulla
oblongata, the first noted case of a neoplasm of the central nervous sy-
stem in the Mongolian gerbil.

CASE HISTORY

An 8-week-old male Mongolian gerbil, No. 47/80 was raised in our
own colony from the group of Mongolian gerbils obtained in 1974 from
Albert Einstein Institute, originating from Tumblebrook Farm, Brant
Lake, N. Y. The animal, together with other 22 gerbils in this
series was user for experimental brain ischemia by one the authors
(M. J. M.) and included into the published study (Kapuscinski, Mossakow-
ski 1983). The gerbil had been anesthetized with ether and both common
carotid arteries were occluded with Heifetz clip for 30 min. On account
of the shallow respiratory action, the respiratory pump was introduced
since the 15th minute of the experiment. The survival time after release
of the carotid clamping was 2 hr. The animal was perfused successively
with physiological saline and with 10°% formalin solution. At necropsy
the condition of internal organs was good. The brain was cut frontally
at the level of basal ganglia, Ammon horns and cerebellum. The ventri-
cular system was dilated. Cerebral cuts were fixed in 10% formalin and
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embedded in paraffin. Tissue sections 10 um thick were stained with he-
matoxylin and eosin and by the methods of Kliiver-Barrera, Holzer,
Bielschowsky, Gridley, PAS. Additionally, immunoperoxidase method
with rabbit anti-GFAP serum (Decopatts, Danmark) in dilutions 1 : 500,
1:200, 1:100 and goat anti-rabbit IgG conjugated with peroxidase (Be-
hringwerke, FRG) was applied to paraffin sections.

et

in the floor of the IVth ventricle.

- i

Fig. 1. Subependymal localization of the tumor
H—E. X 25

Ryc. 1. Guz podwysciétkowy w dnie IV komory. H—E. Pow. 25 >

Fig. 2. Tumor in the lumen of the IVth ventricle. H—E. < 25
Ryc. 2. Guz w $wietle IV komory. H--E. Pow. 25 X
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CASE DESCRIPTION

In the cerebral hemisphere vacuolization of neuropi! of anterior parts
of thalamus opticus, particularly enhanced in the posterior parts. Hip-
pocampal gyri exhibit marked rarefaction of neuropil and numerous eosi-
nophilic cells between sector H, and Hs.

Cerebellar sections reveal a neoplasm localized at the floor of the
1Vth ventricle in midline opposite to the nodulus (Fig. 1). In the medulla
oblongata it occupies both fasciculi longitudinales mediales reaching la-
terally nucleus vestibularis neurons which extend to the periphery of
the tumor. Small fiels of neoplastic tissue infiltrate bilaterally pedunculi
cerebellares inferiores. Some sections show the tumor invading the ven-
tricle subependymally, other — inside the ventricle (Fig. 2).

The main mass of the tumor is well delimited from the nervous tissue
despite of infiltrative type of growth (Fig. 3). There are two basic types
of cells, i.e. small and large ones with moderate chromatic, medium size
nuclei and abundant cytoplasm (Fig. 4). The nuclei with clear-cut nu-
cleoli are placed excentrically. Bi- and trinuclear cells with distinct, gra-
nular chromatin are present. The cytoplasm of large cells is markedlly
eosinophilic with vacuoles and sometimes with round inclusions staining
pale blue with cresyl violet, negative with PAS. The outline of the cells
is irregular with short processes (Fig. 5). Some cells are triangular with
one broad process. There are also some large dispersed cells with content
was hed out (Fig. 6). Small cells with hyperchromatic nuclei and scarce
cytoplasm are spread among the large cells. Mitotic figures are absent.

Fig. 3. Periphery of the tumor and delineation from neurve tissue. H--E. X 60
Ryc. 3. Pogranicze nowotworu i tkanki nerwowej. H—E. Pow. 60 X

7 — Neuropatologia Polska 3/87
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Fig. 4. Large neoplastic cells with excentric nuclei. H—E. < 100
Ryc. 4. Duze komorki nowotworcwe o jadrach ulczonych na obwodzie. H—E. Pow.
100 <
Fig. 5. Vacuolization of large neoplastic cells. H—E. X 250
Ryc. 5. Wakuolizacja duzych komoérek nowotworowych, H—E. Pow. 250 >
Fig. 6. Degeneration of necplastic cells. Note the binuclear, pclymorphic cell. H—E.
> 400
Ryc. 6. Zwyrodnienie komoérek nowotworowych i komoérka dwujadrzasta, wielo-
ksztaltna. H—E. Pow. 400
Fig. 7. Perivascular arrangement of small neoplastic cells. H—E., x 400
Ryc. 7. Okolonaczyniowy uklad malych komorek ncwotworowych, H—E. Pow. 400 X
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There are traces of gial fibrils. Tumoral vessels are few, thinwalled and
of small diameter with tendency to be surrounded by small neoplastic
cells (Fig. 7). Reticulin fibres are not present either in the vascular walls
or neoplastic stroma. There were neither necrotic nor hemorrhagic foci. The
majority of neoplastic cells had their cytoplasm immunostained with
anti-GFAP serum diluted 1:100; in higher dilutions stained only a few
large cells (Fig. 8). The diagnosis was additionally supported by the
reprint from the personal computer “JJJ” in the Institute of Neuro-
pathology, Free University, West Berlin programmed for diagnostics of
human brain tumors (Iglesias et al. 1983, 1986). Assuming that the large
cells of the tumor orginate from astrocytes, the probability of diagnosis
- of astrocytoma is 98.87%. If the large cells are of neuronal origin the
probability of the diagnosis of astrocytoma is 66.05%, oligodendroglioma
31.33%, ependymoma 1.47%, unclassified tumor 1.10%b.

DISCUSSION

Comparison of this unique case with other similar cases of sponta-
neous gliomas cannot be done. Intracerebral inoculation of 1-day aged
Mongolian gerbils with Avian sarccma virus (ASV) caused intracerebral
gliomas, fatal in 38.4 £10.9 days in 100% of animals. The tumors were
invasive, hemorrhagic, composed of oligodendroglia, gemistocytic and pro-
toplasmatic astrocytes (Serano, Bigner 1979). One of the most popular
carcinogens for the nervous system, ethylnitrosourea, administered sub-
cutaneously to neonatal Mongolian gerbils caused after a year in 31%e

' : "‘: i :‘c}wJ
cells. it anti-GFAP serum, 1:100
dilution. < 400
Ryc. 8. Zawartoé¢ GFAP w komoérkach nowotworu. Surowica krolicza anty-GFAP
w rozcienczeniu 1 :100. Pow. 400 -
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of animals the oligodendrogliomas of the brain and spinal cord and one
meningeal tumor with addition of cutaneous melanomas, kidney heman-
giomas and ameloblastomas of the lower jaw. (Naito et al. 1985) or only
melanomas of the skin (Kleihues, et al. 1978), whereas methylnitrosourea
induced adenomas and carcinomas of the midventral sebaceous gland
(Haas et al. 1975a). Diethylnitrosamine provoked in gerbils exclusively
carcinomas of the liver and respiratory system (Haas et al. 1975b). None
of the mentioned carcinogens produce in gerbils tumors of the peripheral
nervous system, popular in other species, though there is a published
case of a gerbil (Meriones Shawi), less than 46 months old which de-
veloped within one year a neurilemmoma of the brachial plexus (Ringler
et al. 1972).

The animal presented by us seems to be the youngest tumor-bearing
gerbil. Only twice were noted tumors of internal organs in gerbils youn-
ger than 2 years: a 5-month-old gerbil with ovarian teratoma (Meckley,
Zwicker 1979) and 1.5-year-old one with thyroid adenoma (Shumaker
et al. 1974).

Spontaneous cerebral and cerebellar gliomas in laboratory animals,
dogs excepted (Dahme, Schiefer 1960), are rather rare. Singular astro-
cytomas developed in cats (Luginbiihl et al. 1968). Among rare spon-
taneous intracerebral tumors in rats, astrocytomas are most frequent,
including multifocal ones (Fitzgerald et al. 1974). Only one case of ce-
rebral unclassified glioma was chserved in the golden hamster (Lugin-
biihl 1964) whereas spontaneous brain tumors in guinea pigs and in
ferrets are unknown (Janisch, Schreiber 1969).

As neither histological classification of brain tumors in gerbils, nor
the computer programme for animal tumors are established, classification
of the astrocytoma in question was difficult. Relatively sharp delineation
of the growth and its localization in the medulla oblongata are atypical.
The sparse amount of tissue did not allow to perform impregnation on
frozen sections. The histological features of the large neoplastic cells re-
quire differentiation from those of neuronal origin; the diagnosis of gan-
glioglioma has been excluded by the personal computer.

ACKNOWLEDGEMENTS: The authors express their thanks to Prof.
Dr. J. Cervos-Navarro and Doz. Dr. J. Iglesias from the Institute of Neu-
ropathology, Free University, West Berlin for discussion of the case and
help in computer diagnosis.

SAMOISTNY GWIAZDZIAK U CHOMIKA MONGOLSKIEGO
Streszczenie
Przypadek dotyczy 8-tygodniowego chomika mongolskiego, u ktérego stwier-
dzono gwiazdziak rdzenia przedluzonego w poblizu IV komory. Nowotwér ten jest
pierwszym samoistnym gwiazdziakiem napotkanym w OUN chomika mongolskiego.
Rozpoznanie histologiczne opiera si¢ dodatkowo na wydruku z komputera progra-
mowanego dla ludzkich nowotworéw moézgu.
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CITOHTAHHASL ACTPOLIMTOMA ¥V MOHI'OJIBCKOI'O XOMSKA

Pe3ome

V 8-He/IeNbHOr0 MOHTOJICKOTO XOMsKa OOHApYXKEHO acTPOLMTOMY IMPOAOJrOBATOrO MO3ra

B 6mu3m IV xenymodka. D1a Onyxosb SBISETCA NEPBOIl CIIOHTAHHOM aCTPOLUMTOMOM, BCTPEYEHHON
B LIEHTPAJIbHOM HEPBHOM CHUCTEME MOHIOJIbCKOrO XOMsika. ['MCTONOrMYecKdii AWarHo3 OCHOBAH
100aBOYHO HA pe3ysjbTaTax KOMITyTepa, NMpOrpaMMHPOBAHHOTO Ui HEOMJIAa3M MO3ra 4eIoBeKa.
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Various mitochondrial changes have been described in muscles of
patients suffering from different myopathies. Attempts to classity these
mitochondrial myopathies by clinical and morphological parameters have
not been successful to date. Furthermore, the different processes do not
seem definable by biochemical characteristics (Kamieniecka, Schmalbruch
1980; Brucher 1982; Walter 1983).

The present report deals with the ultrastructural findings in a case
of ocular myopathy.

CASE REPORT

A 44 year-old man with no relevant previous diseases or family hi-
story was admitted to the hospital for study in 1985.

Twenty-eight years earlier he had developed symptoms of bilateral
palpebral ptosis. In 1976, weakening of the scapular belt muscles, cardiac
palpitations, reduction in vision, and lumbago first set in. On admission
to hospital, the following disorders were noted: bilateral palpebral ptosis,
atrophy of the proximal muscles of the extremities, cerebellar ataxia, and
weakening of the anal sphincter. The patient’s inability to direct his
vision and loss of facial muscle tone were also noted. The pupils were
isocoric and reactive. The eyeground showed signs of pigment degene-
ration in the retina with a distinct outline of the optic papilla.

No myotonic reactions were in evidence, nor were there any sensory
disturbances. These were no signs of pyramidal involvement and osteo-
tendon reflexes were present. Changes in coordination with pronounced
difficulties in bringing finger to nose and heel to knee tests, as well as de-
ranged lateral balancing in the Romberg test were noted. Complementary
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tests: routine blood and urine tests as well as functional tests for ante-
rior pituitary, thyroid and steroid hormones were within normal limits.
The plasma creatine-kinase levels were normal, in contrast to the muscu-
lar ischemic test with lower than normal figures for lactate and ammonia.
Total proteins in the CSF were slightly above normal levels. EMG showed
a process of chronic myopathy with clear predominance in the ocular
and facial muscles. The EEG was normal. ECG showed sinus rhythm;
erratic conduction and excitation reading were present with complete
block of the right ventricle and anterior hemiblock of the left ventricle
being, therefore, evident. The patient showed no signs of cardiac dilata-

Fig. 1. Electron micrograph from the right quadriceps muscle showing proliferation
of the internal mitochondrial membrane forming parallel touching packets or con-
centric formations and an increase of intermyofibrillar glycogen. x40 000

Ryc. 1. Elektronogram z prawego mie$nia czworoglowego z widocznym przerostem

wewnetrznej blony mitochondrialnej tworzgcej réwnolegle lub koncentryczne ukla-

dy. Ponadto widoczne zageszczenie glikogenu miedzy wilokienkmi miesniowymi.
Pow. 40.000 X
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tion. Computerized tomography demonstrated moderate diffuse cortical
atrophy with dilatation of the sulci and cisterns.

Light microscopie examination of the right quadriceps stained with
H—E, periodic acid Schiff (PAS). Gomori trichrome, elastica van Gieson
revealed atrophy of a small number of fibers. The Gomori trichrome-me-
thod showed narrow homogeneous subsarcolemmal bands and thick gra-
nular intermyofibrillar material which stained red. Similar bands were
noticed in the histo-enzymatic reaction of NADH/TR. ATP-ase staining
at pH 9.4; 4.6 and 4.3 showed an increased number of type II fibers.

Ultrastructurally a marked increase in the number and size of sub-
sarcolemmal mitochondria was noted. Proliferation of the internal mito-
chondrial membrane forming parallel stacks or concentric formations
(Fig. 1) as well as an increase in the density of the mitochondrial matrix

Fig. 2. High-magnification view of paracrystalline structures in a mitochondrium
to illustrate their intrincate confirmation. ><100.000

Ryc. 2. Wieksze powiekszenie struktur parakrystalicznych w mitochondrium. Pow.
100.000 X<
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were also found. Furthermore, some mitochondria contained paracrystal-
line structures (Fig. 2), osmophilic inclusions as well as particles of gly-
cogen and droplets of fat (Fig. 3). The level of intermyofibrillar glycogen
was considerably increased.
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Fig. 3. Muscle mitochondrium presenting an osmophilic inclusion dy (arrow).
% 100.000

Ryc. 3. Mitochondrium mie$niowe zawierajgce osmofilne cialo wtretowe (strzalka).
Pow. 100.000 X

DISCUSSION

Incomplete cases of Kearns-Sayre syndrome, of opthalmoplegia-plus,
and oculo-cranial somatic disease, as defined by Olson et al. (1972) pose
great difficulties as regards to their correct identification. A slow rate
of growth, poor development of secondary sexual characteristics, weakness
of proximal extremity muscles, and cerebellar ataxia may all be associated
with the Kearns-Sayre syndrome. Heart block may not appear until
many years after the initial symptoms. In cases of incomplete Kearns-
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-Sayre syndrome one may initially expect to find ophtalmoplegia, reti-
nopathy, ptosis or increased proteins in the CSF. It is important to iden-
tify these incomplete cases in order to predict the development of chan-
ges in cardiac function which can bring about rapid death (Tome, Far-
deau 1985).

The ultrastructural mitochondrial changes as well as changes in the
liver, endocrine glands. Purkinje cells and the granular cells of the cere-
bellum have been noted by several researchers and indicate a widespread
mitochondrial abnormality (Okamoto et al. 1981; Morgan-Hughes 1982).

Tassin and Brucher (1982) has shown that in sporadic and familial
cases, mitochondrial morphological anomalies are correlated with clinical
findings and especially muscle deficiencies.

In our case, several morphological changes in the mitochondria were
present, and their significance is equivocal.

Studies concerning the causes of these illnesses have resulted in nu-
merous explanations ranging from genetic (Schnitzler, Robertson 1979),

either dominant or recessive, to viral, or autoimmune defects (Berenberg
et al. 1977).

ZMIANY MORFOLOGICZNE W MIESNIACH SZKIELETOWYCH
W PRZYPADKU ZESPOLU KEARNS-SAYRE'A

Streszczenie

Przedstawiono przypadek 44-letniego chorego z zespolem chorobowym, na kt6-
ry skladaly sie obustronne opadniecie powiek, niedowlad zewnetrznych miesni oka,
ostabienie sily miesni ramienno-lopatkowych, polaczone z zanikami, barwnikowe
zwyrodnienie siatk6wki, niezborno$é i nieznacznego stopnia zaniki korowe.

Wiekszosé widkien miesnicwych miala prawidlowe rozmiary i wieloboczne kon-
tury, tylko niewielka cze$¢ sposréd nich wykazywala cechy zaniku. Widoczne byly
waskie podsarkolemalne rabki, wybarwiajace sie czerwono w technice tréjbarwnej
Gomoriego i czarno w odczynie NADH.

W obrazie mikroskopowo-elektronowym stwierdzono wzrost liczby i wielkosci
mitochondriéw. Macierz mitochondrialna wykazywala zwigkszong gesto$é. Obecny
byl rozplem wewnetrznej blony mitochondrialnej, wystepowaty struktury parakry-
staliczne i ciemne mitochondrialne ciala wtretowe. Zawartosé¢ glikogenu pomiedzy
miofibrylami byla zwiekszona.

Na podstawie obrazu mikroskopowo-elektronowego mozna bylo wysungé kon-
cepcje, ze nieprawidlowosci ultrastrukturalne prowadzily do zaburzenia tkankowego
metabolizmu mitochondriéw, co z kolei stanowilo podioze dysfunkeji mies$ni.

MOP®OJIOTUYECKUE M3MEHEHUSA B CKEJIETHBIX MBIIILIAX
B CJIVYAE CUHIPOMA KEARNS — SAYRE’A

Pe3ome

Tpencrasnen ciyyait 44-netHero GONBHOrO ¢ CHHAPOMOM, B KOTOpPOM Habimromasncs IBYyCTO-
POHHMI TTO3, Mape3 BHEMIHMX MBILIL Iia3a, IJIeYeI0naToYHblil mape3 ¢ arpodmell Mblm, MHT-
MEHTHasl JIereHepauus peTHHbI, aTakcus ¥ HeGosbmas aTtpodus KOpbl Mo3ra.
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BoNbUIMHCTBO MBIILIEYHBIX BOJIOKOH OBIIO HOPMAJIbHOM BEIHYHHBI M C IOJIMTOHAJIBHBIMU
KOHTYpaMH, TOJIbKO HeGOoJbIIasi MX 4acTh MPOsABIsIA aTpoduyeckue udmeHenus. IToa capkoaeM-
MO#i HaOmIoJaNmMCch y3KHE TOMOTreHHble PyOYMKM, KPAacHO OKPAIUEHHbIE B TPEXLBETHOM METOIE
I'omopu u yepusie B peakuuun NADH.

DNIeKTPOHHO-MHKPOCKONMYECKOE  WCC/ICAOBAHHE OOHApY)XHJIO YBEIMYEHHE KOJIMYECTBA
M BEJIMYMHBI MHTOXOHIPUH. MHUTOXOHAPUSIIBHOE MAaTPHKC IMPOSBISIO YBEIHYEHHYIO MJIOTHOCTb.
BryTpeHHass MUTOXOHAPHSIbHAS MeMOpana nposmdepuposana, HabIrOaaIMCh MapaKpUCTaIHYyec-
KHE CTPYKTYPbI X TEMHbIE BHY TPHMHTOXOHIPHSIIbHbIE BKIIOYeHUs. ColepKaHie IIIMKOreHa MEXIy
MurohuOpHIIIaME GBTO yBETHYEHO.

MukpocKkonuyeckasi KapTHHA [O3BOJIM/IA CYrepupOBaTh, YTO YJIbTPACTPYKTYpPAJbHBIE H3MeE-
HEHUSI BEJM K HAPYNIEHHSM KHCIOPOAHOro MeTabomm3ma MHUTOXOHIPUH, a 3TO OBIIO OCHOBOM
HapYyIIeHNs] MBIMEYHON (GyHKUHHU.
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ODDZIALYWANIE SUROWIC CHORYCH NA STWARDNIENIE
ZANIKOWE BOCZNE NA ORGANOTYPOWA HODOWLE MOZDZKU

Zaklad Neuropatologii Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN, War-
szawa, Instytut Neurologii ANM ZSRR, Moskwa

Patogeneza i etiologia stwardnienia zanikowego bocznego (SLA),
w ktérym procesem zwyrodnieniowym dotknigte s neurony ruchowe,
nie jest wyjasniona i brak jest hipotezy, ktéora uwzglednialaby réznorodne
znane fakty dotyczace m.in. selektywnej wrazliwosci jednych, a odpor-
nosci innych populacji neuronéw. Wsréd réznych hipotez dotyczgcych
etiologii procesu chorobowego znana jest rowniez hipoteza sugerujgca
reakeje autoimmunologiczng skierowana przeciwko neuronom ruchowym
lub przeciwko komérkom podtrzymujacym funkcje i przezycie neuronéw
(Bartfeld i wsp. 1982). Dane dotyczace wystepowania czynnikéw lub prze-
ciwcial neurotoksycznych w surowicach chorych sa sprzeczne, a pyta-
nie czy istnieje swoista odpornos¢ skierowana przeciwko antygenom
ukladu nerwowego i czy swoista odpowiedz immunologiczna na te anty-
geny moze wplywa¢ na przebieg choroby pozostaje nadal bez odpo-
wiedzi.

W obszarach objetych zmianami obserwowano glejoze i rozrzedzenie
neuropilu (Iwata, Hirano 1979), a Brock i Mcllwain (1984) stwierdzili
zmiany w skladzie kwasnych bialek reagujacych z surowicg przeciwko
bialku wlokienek glejowych (GFAP) w grzbietowych i brzusznych korze-
niach rdzeniowych u ludzi zmartych na stwardnienie zanikowe boczne.
Brown i wsp. (1984) wykazali, ze surowice chorych rozpoznajg antygeny
o ciezarze 50 i 70 kd, wystepujgce w rdzeniu kregowym, mozdzku i wa-
trobie dojrzalych myszy. Kletti i wsp. (1984) dokonali obserwacji, ze
gammaglobuliny z surowic SLA cze$ciej niz kontrolne, rozpoznajg bialko
o ciezarze 140 kd z bydlecych neuronéw ruchowych i z komoérek nerwo-
wych zwojow miedzykregowych czlowieka.

Przytoczone powyzej dane sklonily nas do podjecia doswiadczen ma-
jacych na celu okreslenie wplywu surowic od chorych na stwardnienie
zanikowe boczne na tkanke nerwowg hodowang in vitro i stwierdzenie
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ewentualnego wigzania sie hipotetycznych przeciwcial mézgowych na ele-
mentach komérkowych tej hodowli. Przedstawione przez nas wyniki do-
tycza tylko 2 surowic, a zatem mogg mie¢ jedynie charakter doniesienia
wstepnego.

MATERIAL I METODY

Hodowle tkankowe. Badania przeprowadzono na organotypowych ho-
dowlach moézdzku noworodkéw szczurzych. Hodowle prowadzono metodg
rutynowa, stosowang w naszym laboratorium, z dodatkiem do $rodowi-
ska odzywczego 30%a surowicy cielecej. Do czesci hodowli po 16 dniach
wzrostu in vitro dodawano 20%o surowicy chorego i inkubowano je przez
4 dni. Do wykonania odczynu immunofluorescencji posredniej z surowicg
chorych jako pierwsza warstwa oraz do wszystkich odezynéw kontrolnych,
stuzyly hodowle po 20 dniach wzrostu in vitro.

Surowice od chorych. Surowice pochodzily od chorych leczonych
w Instytucie Neurologii ANM w Moskwie: Chory L. C. (sur. nr 1) 46 lat,
dlugos¢ trwania choroby 14 miesiecy, rozpoznanie: zanik miesni grzbietu,
chory G. N. (sur. nr 2), 33 lata, dlugos¢ trwania choroby 17 miesiecy,
rozpoznanie: stwardnienie zanikowe boczne, postaé¢ szyjno-piersiowa. Ste-
rylnie pobrane surowice przechowywano w +4°C i dodawano do hodowli
bez inaktywacji.

Odczyn immunofluorescencji (IF). Odczyn wykonywano na hodowlach
przemywanych 3 razy PBS i utrwalanych w zimnym (—20°C) acetonie.
Hodowle doswiadczalne (inkubowane 4 dni z surowicami chorych) inku-
bowano z surowicg kroliczg anty GFAP, rozcienczong 1 : 20, przez 30 min
w temperaturze pokojowej, przemywano 3 X PBS i inkubowano z od-
czynnikiem fluorescencyjnym rozcienczonym 1 : 20 (kozie IgG przeciw-
ko IgG kréliczym) takze 30 min w temperaturze pokojowej. Hodowle
z grupy kontrolnej po utrwaleniu inkubowano 30 min z nierozcienczo-
nymi surowicami chorych, przemywano jak wyzej i inkubowano 30 min
z surowicg przeciwko IgG ludzkim konjugowang z fluoresceing, rozcien-
czong 1 :10.

Odczyny kontrolne wykonywano zastepujac surowice odpornos$ciowq
anty GFAP i surowice chorych ptynem PBS lub normalng surowicg ludz-
kg oraz stosujac jako drugg warstwe kontrolny odczynnik fluorescen-
cyjny.

Odczynniki: 1. Krélicza surowica przeciwko bydlecemu kwasnemu
biatku wiokienek glejowych (GFAP firmy Dakopatts, Kopenhaga, Dania.
2. Surowica kozia przeciwko IgG kroliczym konjugowana z fluoresceing,
fragment F (ab),. 3. Surowica kozia przeciwko IgG ludzkim (lancuchy
H + L) konjugowana z fluoresceing. 4. Krolicze IgG, fragment F (ab),
konjugowane z fluoresceing (fluorescencyjny odczynnik kontrolny) —
wszystkie odczynniki fluorescencyjne firmy Behringwerke, Marburg,
RFN.
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WYNIKI I OMOWIENIE

W 16-dniowych hodowlach mézdzku noworodkéw szczurzych inkubo-
wanych przez 4 dni w medium z dodatkiem 20° nieaktywowanej suro-
wicy chorych na stwardnienie zanikowe boczne nie stwierdzono efektu
cytotoksycznego.

W odczynie immunofluorescencyjnym z surowicg anty GFAP obser-
wowano we wszystkich hodowlach dobrze zachowane réznopostaciowe
astrocyty. W strefie wzrostu spotykano pola astrocytow jedno- i dwu-
biegunowych z silng fluorescencja (ryc. 1, 2), czesto lezacych na warstwie

Rye. 1. Hodowla inkubowana z surowicg chorego nr 1. Odczyn IF z surowica prze-
ciwko GFAP. Widoczne pole prawidlowych astrocytéw z silng fluorescencja lezg-
cych w strefie wzrostu. Pow. 250 X
Fig. 1. Rat cerebellum culture incubated with ALS patient serum no 1 and stained
by indirect immunofluorescence with anti-GFAP serum. Normal astrocytes in the
growth zone with strong fluorescence, X 250

Ryc. 2. Hodowla inkubowana z surowicg chorego nr 2. Odezyn IF z surowicg prze-

ciwko GFAP. Mlode, czesto jedno- i dwubiegunowe astrocyty strefy wzrostu bez

oznak uszkodzenia. Silna fluorescencja okolojadrowa i w wypustkach. Pow. 250 X

Fig. 2. Rat cerebellum culture incubated with ALS patient serum no 2 and stained

by indirect immunofluorescence with anti-GFAP serum. Young mono- and bipolar

astrocytes lying in the growth zone without features of damage. Strong fluorescence
in perinuclear region and in the cell processes. X 250
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komorek o ujemnym odczynie. Spotykano réwniez stosunkowo duze ko-
morki z z6itg nieswoistg fluorescencjg (prawdopodobnie neurony zawie-
rajace lipofuscyne) nie wykazujgce cech uszkodzenia, jednak ich ziden-
tyfikowanie w tych preparatach fluorescencyjnych bez zastosowania
swoistego markera nie bylo mozliwe. Czesto obserwowano pola astrocy-
tow bardziej dojrzalych, o typowej gwiazdzistej budowie i wyraznej
wioknistej strukturze cytoplazmy (ryc. 3). Hodowle kontrolne, w ktérych
surowice odpornosciowg zastepowano PBS, a surowice przeciwko IgG
kroliczym — fluorescencyjnym odczynnikiem kontrolnym — byly ujem-
ne (ryc. 4).

Uzyskane przez nas wyniki sg zgodne z obserwacjami Roisena i wsp.
(1982), ktorzy nie stwierdzili cytotoksycznego dzialania surowic chorych
na hodowle moézdzku, chociaz obserwowali taki efekt wywierany na ho-
dowane komorki rogéow przednich ,,czesciej i w wiekszym stopniu” niz
przez surowice kontrolne. Wolfgram i Myers (1973) obserwowali efekt

3

Ryc. 3. Hodowla inkubowana z surowicg chorego nr 1. Odczyn IF z surowicg anty
GFAP. Strefa wzrostu z grupg dojrzalych astrocytéw o wyraznie widocznej wio-
kienkowej strukturze cytoplazmy, charakterystycznej dla odczynu na GFAP. Wy-
glad komorek nie odbiega od obserwowanego w hodowlach kontrolnych, Pow. 125 X

Fig. 3. Rat cerebellum culture incubated with ALS patient serum no 1 and stained
by indirect immunofluorescence with anti-GFAP serum. Group of astrocytes in
the growth zone with well visible fibrillary structure of cytoplasm typical for
GFAP reaction, similar to reaction observed in the control cultures. X 125
Ryc. 4. Hodowla 20-dniowa. Kontrolny odczyn IF calkowicie ujemny. Pow. 125 X
Fig. 4. Twenty-day-old culture. Control immunofluorescence test negative. X 125
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cytotoksyczny surowic w hodowanych komoérkach rogéow przednich rdze-
nia myszy, chociaz efektu tego nie mozna bylo z calg pewnoscig przypi-
sa¢ dzialaniu przeciwcial. Natomiast Horwich i wsp. (1974) oraz Liveson
1 wsp. (1975) nie wykazali zadnego swoistego oddzialywania na hodowle.
Takze Lerich i Couture (1978) nie obserwowali wplywu takich surowic
na hodowane komérki neuroblastoma. Niektorzy autorzy stwierdzali na-
tomiast wystepowanie czynnikéw powodujgcych demielinizacje w hodowli
(Field, Hughes 1969; Wolfgram, Myers 1973; Lisak i wsp. 1975). Roznice
wykazane przez wielu autoréw, a dotyczace swoistosei i oddzialywania
wykrywanych czynnikéw cytotoksycznych (przeciwcial?) sg na obecnym
etapie badan trudne do interpretacji. Roisen i wsp. (1982) sklonni sg przy-
pisywac te roéznice stopniowi dojrzalosci komoérek w hodowli i réznym
technikom wykrywania cytotoksycznosci, a Wolfgram i Myers (1973) poza

Ryc. 5. Hodowla 20-dniowa. Odczyn IF z surowicg chorego nr 1 i surowicg prze-

ciwko ludzkim IgG. Widoczne wigzanie IgG badanej surowicy na niektoérych ele-

mentach komérkowych hodowli w postaci bardzo silnej homogennej fluorescencji.
Pow. 125 X

Fig. 5. Twenty-day-old culture. Immunofluorescence test with serum from ALS

patient no 1 as a first layer and with antiserum against human IgG as a second

layer. Binding of IgG as a very strong homogeneous fluorescence in some cellular
elements is visible. X 125

Ryc. 6. Hodowla 20-dniowa. Odczyn jak na ryc. 5. Fragment hodowli z pojedyn-
czymi komérkami z silng homogenng fluorescencja cytoplazmy. Pow. 125 X

Fig. 6. Twenty-day-old culture. Immunofluorescence test as in Fig. 5. Fragment
of culture with particular cells showing strong homogeneous fluorescence in the
cytoplasm. X 125
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wiekiem hodowli takze usytuowaniu komoérki w strefie wzrostu lub
w eksplantacie.

W drugiej cze$ci naszych doswiadczen wykonywano odezyn IF sto-
sujgc nierozcienczong surowice chorych jako pierwsza warstwe. We
wszystkich hodowlach stwierdzono wigzanie sie gamma-globulin na nie-
ktorych komorkach (ryc. 5, 6). Wigzanie dotyczylo tylko pewnej liczby
komoérek, co moze sugerowac¢ jego swoisty charakter. Wydaje sig, ze
gammaglobuliny surowicy wigza sie zaré6wno na komoérkach glejowych,
jak i nerwowych, jednak wyjasnienie przeciwko jakiemu typowi komorek
sg skierowane hipotetyczne przeciwciala mézgowe wymaga przeprowa-
dzenia dalszych doswiadczen.

W przypadkach SLA poszukiwano dowodéw na istnienie swoistej re-
akeji immunologicznej, szczegdlnie skierowanej przeciwko komérkom ro-
gbéw przednich rdzenia. Uzyskane dane przynoszg w wigkszosci odpowiedz
negatywng. Donnenfeld i wsp. (1984) stwierdzili wystepowanie zlogow
IgG i dopelniacza gléwnie w astrocytach i w niektérych oligodendrocy-
tach rogow przednich rdzenia, a Weinerowi i wsp. (1980) nie udalo sie
wykazaé¢ wigzania IgG na neuronach rdzenia pacjentéw zmarltych na SLA,
takze wtedy, kiedy eksplantaty hodowano w autologicznych surowicach.
Cashman i wsp. (1985), stosujgc m.in. metode immunofluorescencji, nie
wykazali wigzania IgG na neuronach ruchowych rdzenia.

Podsumowujgc nasze wstepne wyniki i dane z piSmiennictwa mozna
stwierdzié, ze poszukiwanie czynnikéw immunologicznych w chorobach
zwyrodnieniowych ma coraz wiecej zwolennikéw. By¢é moze mechanizmy
autoimmunologiczne sg odpowiedzialne za szereg niewyjasnionych dotad
w pelni objawoéw tych chorob, a ich poznanie pozwoliloby na zastosowa-
nie skuteczniejszego leczenia.

EFFECT OF SERA FROM ALS PATIENTS
ON THE ORGANOTYPIC CULTURE OF CEREBELLUM

Summary

The effect of sera from patients with amyotrophic lateral sclerosis (ALS) on
the organotypic cultures of newborn rat cerebellum was studied. We have found
no evidence of cellular damage after 4-day incubation of cultures with 20% of ALS
sera, especially in astrocyte population using immunofluorescence technique with
anti-GFAP serum. It may suggest that the sera do not contain cytotoxic factors
against cerebellum cells in vitro. On the other hand using direct immunofluores-
cence test with antiserum against human IgG we observed binding of IgG from
ALS sera to some cells cultured in vitro. It may be evidence of presence of specific
antibodies in ALS sera, which in our experimental conditions may not exert the
cytotoxic effect on the cultured cells.
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BJIMSIHUE CBIBOPOTOK BOJIBHBIX BOKOBBIM
AMUOTPOPUYECKHM CKJIEPO30M
HA OPTAHOTUITHYIO KVJIBTYPY MO3XEUYKA

Pe3ome

WUccnenoBano BiIMsHHE CBIBOPOTOK GOoNbHBIX OOKOBBIM aMHOTPO(bHHCCKPlM CKJIEPO30OM HaA

OPraHOTHITAYECKYIO KYyJIbTYPY MO3XkKeuka HOBOPOXIEHHBIX Kpbic. ITocne 4eThbIpexIHEBHOM HHKY-
Gauuu ¢ 209, cbIBOPOTKO#M 6OJIBHBIX, KyJIbTYPhl HE NPOSIBIISAIM MOBPEXKIAEHHS; 3TO ObLIO 0COOEHHO
OTYETJIMBO BHIHO B TMONYJISIUMK ACTPOLMUTOB, OLEHEHHOW METOAOM HMMYHO(IHOOPECUEHLMH
B peakuun IF ¢ aHTHCBHIBOPOTKO#M MPOTHB KHcoro Genka actpouutapHoit Bonokauctoctd (GFAP).
OTO BHyHIAeT, YTO B MCCIEJOBAHHBIX CHIBOPOTKAX HE BBICTYNAIOT IHTOTOKCHYECKHE K KJIETKaM
Mo3xeuka ¢aktopbl. C Opyroif CTOpoHbI OBUIO OOHAPYKEHO CBS3bIBAHHE TaMMarioOyIMHOB
C HEKOTOPHIMH KJIETKAMM KYJIbTYPbI IPH noMouIM HernpsiMoit peakuwn IF ¢ CBIBOPOTKOM mpOTUB
raMmariao0ymHaM d4enoBeka. DTO, BEPOATHO, CBUACTENLCTBYET O MOSIBIECHHIO CrElH(HYECKUX
AQHTHUTEJN, KOTOPbIE€ B 3KCIEPUMEHTAJIbHBIX YCJIOBHAX MOTYT HE OKa3biBaTh LMTOTOKCHYECKOTO
sbddekra.

10.
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