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Badania nad morfologia gleju w hodowli tkankowej prowadzili liczni
autorzy, wsrdéd nich Hogue (1947, 1950), Lumsden i Pomerat (1951),
Pomerat (1951, 1952), Borghese i Pomerat (1953), Borghese (1954), Po-
merat i Costero (1956), Wolfgram i Rose (1957), Lumsden (1958), Berg
i Kallon (1959), Nakazawa i wsp. (1961), Nakai (1961), Murray i Bor-
stein (1963). W pismiennictwie polskim zagadnieniem tym zajmowata sie
Wiechowa-Stefanicka (1962).

Podstawowym zagadnieniem metodycznym tych prac byt problem
réznicowania w hodowli tkankowej poszczegélnych typoéw komorek gle-
jowych. Istotnych czynnikéw réznicujacych dostarcza badanie hodowli
przy pomocy kontrastu fazowego z réwnoczesnym zastosowaniem mi-
krokinematografii. Technika ta pozwala na spostrzeganie typowych dla
poszczegllnych rodzajow gleju ruchéw komérkowych (Bland, Russell
i Canti 1936, 1937, Lumsden i Pomerat i in.). Mimo istniejacych roz-
nic co do diagnostycznej wartosci ruchdéw pulsacyjnych i ich swoistosci
dla gleju skapodrzewiastego (Wolfgram i Rose, Berg i Kallen), jest
rzecza niewatpliwg, ze technika ta zapewnia najwieksze i najpewniejsze
mozliwosci réznicowania poszczeg6lnych typéw komoérek glejowych.
Jest to szczegOlnie wazne wobec zmiennosci form morfologicznych zy-
wego gleju.

Zastosowanie modelu hodowli tkanki do badan histochemicznych
(Yonezawa i wsp. 1962, Friede 1964, Mossakowski i wsp. 1965) stawia
wobec koniecznosci rdznicowania kiomdrek glejowych na materiale u-
trwalonym, stwarzajgc potrzebe postugiwania sie kryteriami czylsto mor-
fologicznymi. Istotne jest rowniez ustalenie, czy istnieje i jak sie ksztal-
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tuje zmienno$¢ morfologiczna komérek glejowych w czasie oraz w zalez-
nosci od stosowanego materiatu zwierzecego.
Wymienione zagadnienia stanowig przedmiot obecnego doniesienia.

MATERIAL | METODA

Obserwacje prowadzono na materiale hodowli moézdzku 1—2-dniowych no-
worodkéw szczurzych i mysich oraz 11-dniowych zarodkdéw kurzych. Materiat
obejmuje ponad 100 hodowli wykonanych w Pracowni Hodowli Tkanek Zaktadu
Neuropatologii PAN w Warszawie w latach 1963/64.

Technika hodowli. Hodowle prowadzono dwiema metodami: we flasz-
kach Carrela i metodg Maximowa (double cover slip). Hodowle we flaszkach,
a po czesci i w komorach Maximowa prowadzono na zzelifikowanym kolagenie
przygotowanym sposobem opisanym przez Borsteina (1957). Srodowisko ptynne ho-
dowli stanowit roztwor, w sklad ktérego wchodzita inaktywowana surowica
ludzka, 10% wycigg zarodkéw kurzych w roztworze Earle i 5% glukoza, w sto-
sunku 5:4:1. Zmiang Srodowiska ptynnego przeprowadzano co 2—3 dni. Cze$c
hodowli w komorach Maximowa prowadzono ponadto na skrzepie plazmy ko-
guciej. W skiad fazy statej wchodzita plazma, 10% wyeigg zarodkow, pltyn Earle
oraz 5% glukoza w stosunku jak 3:3:20:1 Faze ptynng hodowli stanowity inak-
tywowana surowica, wycigg izarodkéw kurzych, zbuforowany roztwor soli mi-
neralnych i 5% glukoza. Zmiane $rodowiska ptynnego w hodowlach tej grupy
przeprowadzano co 3 dni. W dwoch kolejnych zmianach podawano jedynie $ro-
dowisko ptynne, a w co trzeciej sktad jego uzupetniano plazma. Okres przezycia
hodowli 1—58 dni. Hodowle prowadzono w termostacie w temperaturze 37°C.
Obserwacje prowadzono w zwyklym mikroskopie Swietinym i w mikroskopie
fazowo-kontrastowym.

Technika histologiczna. Hodowle utrwalano przez okres 24 godzin
w ptynie stanowiacym modyfikacje roztworu Carnoya (pozbawiony dodatku chlo-
roformu), a nastepnie barwiono biekitem toluidyny lub zielenig metylowa z py-
roning, w pojedynczych przypadkach metoda Klivera i hematoksyling i eozyna.

WYNIKI

Czasokres obserwacji dla uproszczenia mozna podzielic na trzy fazy:

Okres I: najwczesniejszy, trwajacy od 1 do 4 dnia wzrostu.

Okres Il réznicowania sie komérek, trwajacy mniej wiecej do
konca drugiego tygodnia wzrostu hodowli.

Okres; 1ll: wzrostu zréznicowanej hodowli.

Jedynie okres pierwszy daje sie do$¢ ostro wyodrebni¢ od pozosta-
tych, natomiast przejscie miedzy okresem Il i Ill jest ptynne, a ponadto
elementy, charakterystyczne dla obu, wielokrotnie wspoétistniejg ze so-
ba w réznych okresach rozwoju hodowli.

Okres |. Najwczesniejsze objawy wzrostu mogliSmy obserwowaé
juz przed uptywem pierwszej doby. Widoczne sg woéwcz-as pojedyncze
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wywedrowujace z eksplantatu komorki, ulozone zazwyczaj beztadnie,
w spos6b nieuporzadkowany (ryc. 1 i ryc. 2). Niekiedy tylko, komorki
te ukladajg sie w pasma, lezagce wzdtuz wyrastajgcych z eksplantatu
wibdkien nerwowych. Obrazy te s jednak raczej typowe dla nastepnych
dni wzrostu. W rzadkich przypadkach, przy szczegdlnie sprzyjajacych
warunkach, wzrost komérek juz w pierwszej dobie jest tak obfity, ze
wytwarza promienisty wieniec wzrostowy wokot eksplantatu. Obserwo-
wane najwczes$niej komorki nie majg cech zréznicowanego gleju i nie
udaje sie zaszeregowa¢ ich do znanych kategorii komdrek glejowych.
Charakteryzuje je jasna, do$¢ obfita protoplazma z nielicznymi wypust-
kami i duzym na ogdt drobnoziarnistym jadrem, ze zmienng zawar-
toscig chromatyny. Krotkie protoplazmatyczne wypustki komorek od-
chodzg szerokg podstawg od ciata komérkowego. Rzadko spotyka sie
ich wtorne rozgatezienia. 1los¢ wypustek na ogdt 'nie przekracza czte-
rech, a czesciej spotyka sie komorki dwu- i jednobiegunowe.

W drugim dniu wzrostu hodowli obserwuje sie zwigkszenie ilosci ko-
morek oraz pojawienie sie w strefie wzrostu dos¢ licznych mitoz. Ko-
mérki znajdujg sie w réznych fazach podziatbw mitotycznych. Prze-
wazajg komarki w stadium profazy. Wskaznik mitotyczny w tym okre-
sie wynosi do 30%o. Na okres podziatu wypustki komdrek ulegajg re-
frakcji. Komorki dzielace sie sa przewaznie komodrkami bezwypustko-
wymi. Zdarzajg sie jednak podziaty z czeSciowo zachowanymi, a nawet
catkowicie 'niezmienionymi wypustkami. W okresie 2—4 doby obok
dalszego przyrostu komédrek obserwuje sie pojawianie zmian zwyrod-
nieniowych w [komdérkach i ich rozpad. Obok dobrze zachowanych ko-
mérek pojawiajg sie liczne z oznakami zwyrodnienia ttuszczowego. Zmie-
nione komorki tracag wypustki, a w ich protoplazmie gromadzag sie
liczne ziarna ciat sudanofilnych. Pojawiajg sie tez olbrzymie komorki
wielojadrzaste o wymiarach dochodzacych do 80—100 m. Cze$¢ obwodo-
wa ich protoplazmy ma piankowatg strukture, stajgc sie bardziej jed-
norodna ku S$rodkowi komorki. Jej mnogie jadra utozone sg beztadnie
w czesci centralnej komdrki lub na granicy piankowatego obrabka pro-
toplazmy (ryc. 3). Twory te przypominajg zmiany okreslane w neuro-
patologii nazwa ,trawniczkéw glejowych”. Stosunkowo duza cze$¢
hodowli ginie w tym okresie, ktory, jak sie wydaje, jest przetomowy
dla ich dalszego rozwoju.

Okres Il. Hodowle, ktére przetrwaly ,okres adaptacyjny” kon-
tynuuja dalszy wzrost, wykazujac ponadto cechy réznicowania sie ko-
morek (ryc. 4a i b). Juz w ostatnich godzinach pierwszego okresu
stwierdza sie, ze pewna cze$¢ komodrek glejowych ma nieco mniejsze
rozmiary od innych oraz mniejsze silniej barwigce sie, wskutek wiek-
szego zageszczenia chromatyny jagdra. W 5—6 dniu hodowli obserwuje
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sie juz komorki, ktére odpowiadajg morfologicznym kryteriom gleju
skapowypustkowego. Oligodendrocyty przedstawiajg sie jako drobne ko-
morki o Srednicy 8—10 ii, z niewielka iloscia dobrze barwigcych sie
wypustek (ryc. 5). Wypustki, wystepujace zwykle w liczbie 2—4, stabo
rozgatezione, odchodzg od ciata komérkowego pod katem prostym, bez
stozka wypustkowego. Na zakonczeniu wypustek widoczne jest ich roz-
szerzenie w postaci stopki koncowej. Jadra gleju skgpodrzewiastego
sqg mate, okragte lub owalne i zawierajg znaczng ilos¢ ciemno barwig-
cych sie ziarnisto$ci chromatynowowych, wsrod ktorych wyrdznia sie
wyraznie ostro obrysowane jaderko. Jadro otoczone jest skgpym ragb-
kiem jasnej protoplazmy, zajmujgc w stosunku do niej potozenie mi-
mosrodkowe. W kontrascie fazowym w protoplazmie widoczne sg mito-
chondria. Na przebiegu wypustek niekiedy spostrzega sie wyrazne
odcinkowe zgrubienia, ktore, jak sie wydaje, moga odpowiada¢ glio-
somom.

Niekiedy obserwowalismy ponadto komorki zawierajace jadra o opi-
sanych wyzej cechach, rdznigce sie jednak od oligodendrocytow bra-
kiem wypustek. Wydaje sie, ze komérki te moga odpowiadaé tzw.
»bezwypustkowym oligodendrocytom”, chociaz ze wzgledu na niepetnosc¢
elementéw rozpoznawczych zaszeregowali§my je do grupy komorek nie-
zaklasyfikowanych.

Rownoczesnie z pojawieniem sie morfologicznie zdefiniowanych oli-
godendrocytow wystepuje drugi rodzaj komorek, ktére mozna zasze-
regowac¢ do grupy astrocytéw (ryc. 6). W hodowlach jprzedstawiajg sie
one jako komorki duze, z obfitg jasng protoplazma. Zawierajg one
duze, okragte, a czeSciej lowalne jagdra o wymiarach 10—15 tk Jadra te
charakteryzuje obecnos¢ dobrze obrysowanej btony jadrowej, drobno-
ziarnistej, pytkowatej chromatyny oraz jednego Ilub jdwdch jaderek.
Protoplazma komorek przechodzi stozkowato w grube wypustki, ktére,
ciggnac sie na znacznej niekiedy dtugosci, zwezajg sie stopniowo w mia-
re oddalania sie od ciata komdrkowego. Daja one obfite rozgatezienia,
tworzace gestg i splatang sie¢ wilokien. Oprécz opisanych komoérek wy-
stepuja rowniez pewne inne postaci komorkowe, ktdére mozna zaliczy¢
do astrocytOw. Sg to przede wszystkim mate, drobne komaorki odpowia-
dajace rozmiarami oligodendrocytom, ale réznigce sie od nich zaréwno
charakterem jadra jak i sposobem odchodzenia wypustek. Odpowia-
daja one tworom okreslanym jako mate astrocyty. Drugg odmiang s3
postaci komoérkowe odpowiadajace obrazowi astrocytéw tucznych, z cha-
rakterystyczna ptatowata protoplazmg i mimosrodkowo potozonym jad-
rem lub jadrami (ryc. 7). Ten rodzaj komorek wystepuje w typowych
zageszczeniach komdrkowych. Przy obfitym wzroscie i ich znacznym
zageszczeniu spostrzega sie tu liczne zespolnie komoérkowe oraz liczne
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formy posrednie odpowiadajace fazom tworzenia sie zesp6lni (ryc. 8).
Wsréd takich pol szczegdblnie obficie wystepujg podziaty komdrkowe,
dos¢ liczne zreszta i w innych obszarach pasa ‘wzrostu (ryc. 9).

Ogolrie okres drugi cechuje wzrost ilosci zréznicowanych komérek
glejowych, z réwnoczesnym zmniejszaniem sie liczby komorek niezr6z-
‘nicowar.ych, dominujacych w okresie pierwszym. WskaZniki mitotyczne
tego okresu zamykajg sie w granicach do 48°/c0o. Spektrum mitoz jest
petniejsze niz w okresie wstepnym, w ktérym przewazato stadium pro-
fazy. Rownoczes$nie daje sie spostrzegaé zjafwisko, ktdre przybiera swoje
najwieksze natezenie w okresie trzecim, a mianowicie swojego rodzaju
naturalna segregacja poszczego6lnych rodzajéw komdrek. W obszarze
‘wzrostu hodowli mozna bowiem wyrdézni¢ nie tylko odrebne pola z prze-
waga oligcdendrocytow lub astrocytow, lecz réwniez i pola zajete prze-
waznie przez jeden tylko typ komorek np. astrocytéw tucznych lub
matych.

Okres 11l stanowigcy ptynne przejscie z okresu Il charakteryzuje
przewaga zréznicowanych postaci komorek glejowych z wyrazng regio-
nalno$cia utkania komoérkowego pola wzrostu (ryc. 10 i 11). Wystepujg
tu obfite tuczne postaci astrocytow, liczne sg takze zespdlnie glejowe
(ryc. 12). Wystepowanie pol niezréznicowanych komorek, typowych dla
okresu |, potozonych wséréd obszarow wysoko zrdznicowanych komorek,
pogtebia mozaikowaty obraz preparatu. Przy czym czesci potozone bli-
zej eksplantatu wykazujg wybitne zageszczenie komérkowe oraz bar-
dziej zaawansowany proces rdznicowania si¢, a nawet starzenia sie.
Wskazniki mitotyczne tego okresu maleja, zamykajac sie w granicach
od 14—25/0o.

Na marginesie chcieliby$my zasygnalizowaé zjawisko, z ktérym ze-
tknelismy sie w jednym z przypadkow 21-dniowej hodowli. Wystepo-
waty tu monstrualne postaci jader, przewaznie bardzo bogatych w chro-
matyne. Zaréwno ich wymiary, barwliwos$¢, ksztatty jak i bogactwo
chromatyny sugerujg, ze mamy tu do czynienia z zahamowaniem pro-
cesu podziatowego mimo znacznego przyrostu kwasow nukleinowych
w jadrach komorek glejowych. Podziatow bezposrednich komorek nie
obserwowalismy.

Elementy pozaglejowe. Eksplantowane skrawki mo6zdzku
obok elementéw glejowych zawierajg réwniez komorki nerwowe, ko-
morki mikroglejowe oraz r6znego rodzaju komorki pochodzenia mezoder-
malnego, ktérych nie sposéb oddzieli¢ w czasie zaktadania hodowli.
W zwigzku z tym spotykaliSmy rézng, w réznych hodowlach domieszke
tych elementéw komdrkowych. Najpospoliciej wystepowaty komorki mi-
kroglejowe pod postacia komoérek zernych. Obok nich w niektérych ho-
dowlach (8-dniowych) spotykalismy nieliczne komorki o pateczkowato
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wydtuzonych jadrach, mogacych odpowiadaé przero$nietym komoérkom
Hortegi. Czasami podobnie jak Wolfgram i F.ose obserwowaliSmy bie-
gunowy uktad bogato rozgatezionych ich wypustek, analogiczny do obra-
zu komorek pateczkowatych.

Ponadto w czesci hodowli, przede wszystkim z mozdzkéw zarodkow
kurzych spostrzegaliSmy wystepowanie komdrek nerwowych. Tak na
przyktad w 18-dniowej hodowli mézdzku zarcdka szczurzego i 16-dnio-
wej hodowli z zarodka kurzego obserwowaliSmy skupienia komérek
warstwy ziarnistej kory mdézdzku, otoczonych komérkami glejowymi,
ktére obrazem swoim przypominaty komoérki glejowe typu Bergmana.
W innym przypadku w 23-dniowej hodowli spostrzegaliSmy wieloboczne
komorki z grubymi zasadochtonnymi ziarnistosciami, odpowiadajgcymi
ziarnistosciom Nissla (ryc. 13).

Dodatkowym elementem komoérkowym spostrzeganym  zwilaszcza
w hodowlach starszych byty fibroblasty. Komaérki te o charakterystycz-
nych ‘wrzecionowatych ksztattach, jasnych wydtuzonych jadrach i jas-
nej jednorodnej a niekiedy drobno ziarnistej protoplazmie rosty rozla-
nymi kobiercami, zajmujacymi w niektérych przypadkach rozlegte
obszary hodowli. Charakteryzowata je poza tym wybitna aktywnos$¢ mi-
totyczna i rozlany charakter rozrostu.

W hodowlach mézdzku noworodkéw szczurzych i mysich nie obser-
wowalismy istotnych réznic dotyczacych obrazu morfologicznego komo-
rek glejowych, kierunkéw ich rdznicowania sie jak i czasokresu roéz-
nicowania.

Co sie tyczy hodowli mézdzkéw zarodkéw kurzych, to podstawowg
roznicg byly mniejsze rozmiary wszystkich elementow komoérkowych,
przy zachowanym wspélnym wzorcu strukturalnym, wieksza dynamika
wzrostowa | fazy hodowli oraz mniej wyrazna granica pomiedzy fa-
zami | i Il. llo$¢ niezroznicowanych postaci komoérkowych w fazie
r6znicowania sie byta wieksza, a sam proces rdéznicowania sie wydtu-
zony.

OMOWIENIE WYNIKOW

Reasumujac, wydaje sie, ze istniejg pewne morfologiczne kryteria
rozrdzniania poszczegolnych typéw komérek glejowych w utrwalonych
preparatach hodowli tkanki .glejowej. Skladajg sie na nie cechy mor-
fologiczne jader, protoplazmy oraz wypustek komoérkowych. Trzeba jed-
nak podkresli¢ znacznie trudniejsze rdéznicowanie tego typu, gdy odpa-
da element kinetycznej aktywnosci komorek od réznicowania zywych
komorek. Zmiennos¢ morfologiczna komorki utrwalonej fw pewnej fazie
jej zyciowej dziatalnosci i jej rdéznorodno$¢ Uwarunkowana wiasnie
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okreslonym momentem tej aktywnosci powoduja, ze wsrod elementow
komorkowych, spostrzeganych w preparacie, pewna ilo$¢ pozostaje ,nie-
rozszyfrowana”, nie TTa zasadzie jej morfologicznego niezréznicowania,
lecz niemoznosci jej zakwalifikowania w oparciu o ich cechy morfolo-
giczne. W oparciu o wtasne dos$wiadczenia nie jesteSmy w stanie oceni¢
przydatnosci metod srebrowych w ro6znicowaniu poszczegélnych od-
mian komorek glejowych w hodowli tkankowej. Liczni autorzy (Wolf-
gram i Rose, Liss 1962) podkreslajg ich wysoka uzyteczno$é dla oceny
morfologicznego charakteru komérek. Jednakze juz sama technika im-
pregnacyjna wytgcza mozliwos¢ jej wykorzystania dla celéw histoche-
micznych. Na podstawie maszych wasnych obserwacji wieksza warto$¢
przypisywaliby$my natomiast badaniom enzymatycznym (Mossakowski
i wsp.). (

Co sie tyczy zmiennosci komoérkowej, w czasie wzrostu zwracajg
uwage nastepujgce momenty. Po pierwsze wystepowanie wczesnej fazy
niezréznicowanego wzrostu, ktorg jcharakteryzuje obecno$¢ morfolo-
gicznie niezdefiniowanych komorek o duzej aktywnosci wzrostowej sta-
nowigcych Zrédto dla réznicujacych sie komoérek glejowych. Komérki
tego typu Wystepuja rowtiiez w po6zniejszych fazach rozwoju, w postaci
mniejszych lub wiekszych skupienn komérkowych. Sg one jednak wyraz-
nie zmajoryzowane przez zréznicowane postaci gleju. Pdzniejsze okresy
cechuje natomiast narastanie ilosci gemistocytopodobnych astrocytow
oraz pojawianie sie zespodlni komorkowych. Pochodzenie tych ostatnich,
jak wydaje sig, jest ztozone. Prawdopodobnie w rozwoju ich istotng
role odgrywaja mechanizmy szeroko oméwionych w pracy Nakaia, kt6-
rych istota sprowadza sie do niepetnych mitotycznych i amitotycznych
podziatow komorek. Wydaje sie, ze te formy komorkowe roznig sie
w sposéb istotny od komoérek wielojgdrowych wystepujacych w kon-
cowym okresie | fazy wzrostowej. Te ostatnie sg bowiem produktem
zwyrodnienia komoérek wczesnej fazy wzrostowej, a wydaje sie, ze
przede wszystkim komorek ulegajacego rozpuszczeniu eksplantatu.
O takim ich charakterze moze SwiadczyC rozlegto$¢ sttuszczen ich pro-
toplazmy i wystepowanie w obszarach, gdzie wiekszo$¢ komarek ulegta
zwyrodnieniu.

W naszym materiale na podkresleni« zastuguje wczesne pojawienie
sie migracji komorek z eksplantatu. Berg i Kallen obserwowali pierw-
sze komorki poza eksplantatem dopiero w 4—b5 dniu po zatozeniu ho-
dowli, podczas gdy w naszych hodowlach pojawiaty sie one juz po dwu-
nastu godzinach i to zaréwno w grupie hodowli prowadzonych we flasz-
kach jak i w komorach Maximowa. Natomiast obserwowane przez nas
zatamanie wzrostu hodowli przypadajace na 4—b5 dzieh stanowi zapewne
analogie do opisanego przez Berga i Kallena zaniku wpzesnych dwu-
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biegunowych oligodendrocytéw. W naszym materiale ten okres krytycz-
ny wzrostu byt bardzo ciezki, prowadzac nierzadko do $mierci catej ho-
dowli. Nie obserwowaliSmy natomiast opisywanego prztez tych samych
autoréw 'Wtornego .zmniejszania sie ilosci komérek oligodendroglejo-
wych. By¢ moze stoi to w zwigzku z faktem krétszego prowadzenia
hodowli w naszym materiale.

Na osobng uwage w naszych obserwacjach zastuguje zagadnienie
rozmnazania si¢ komorek glejowych w hodowli. Lumsden, Pomerat
i Costero, Wolfgram i Rose, Nakai i inni obserwowali obecno$¢ mitoz
w astrécytach w hodowli. W przeciwienstwie do nich Berg i Kallen nie
spostrzegali w og6le mitoz w materiale hodowlanym. W naszych ho-
dowlach podzialy mitotyczne stanowily zasadnicza postaé¢ podziatow
komdrkowych. Wskaznik mitotyczny okre$lony dla réznych faz wzrostu
wykazywat charakterystyczne przesunigcia, z wyrazng narastajgca ten-
dencjg wzrostowg az do zakonczenia Il fazy wzrostu. Faze Il charakte-
ryzujg najnizsze wskazniki mitotyczne. Mitozy wystepowaty zaréwno
w oligodendrocytach jak i w astrocytach. Stwierdzane juz w drugiegj
dobie wzrostu hodowli liczne podziaty wskazujg na duza role rozplemu
komérkowego w procesie rozmnazania sie komoérek w hodowli i wy-
sokg ekspansywno$¢ wzrostowg tkanki glejowej. Wydaje sie, ze migracja
komorek glejowych eksplantatu ma istotne znaczenie jedynie w bardzo
wczesnej fazie wzrostu hodowli, ustepujac szybko miejsca rozplemowi
komorek w obrebie pasa wzrostowego tkanki. Swiadczy o tym zaréwno
mnogo$¢ podziatdbw mitotycznych jak i wzrost hodowli pozbawionych
eksplantatu w 2—3 dniu wzrostu.

3. KpacHWLjKa, M. U. MoccaKOBCKn

K BOIIPOCy O MOP”MOJIOrUHECKOfl J4A3MEHHWBOCTM rjUiO3HOfi TKAHU
KyjIBTMBMPOBAHHOW IN VITRO

CoflepataHne

lipe~rcTaBJlieHbi pe3yjibTaThi MopcfjojiornHecKnx HaSjiio®eHnit npoBOfIWMbix na
KyjibType rjino3Hon TKaHH HOBopoxcfleHHbix Kpbic n Mbimeil n KypbiHHbix smSpuohob.

KyjibTiiBapwH Bejiacb b cocy”ap Kappejia m no Merony MaKCKMOBa. Ha6jno,neHHH
Bejincb Ha 4>nKcnpoBaHHbix KyjibTypax, KOTopbix cpoK npojKiiTKH cocTaBjiHJi
1—58 AHeii.

Pa3JiHHaioTCH 3 ct>a3bi pocTa KyjibTypbi, KOTopbie OTJinnaioTCH no rany npeoQJiéi-
Naiomnx KlJieTOK, no CTeneHn nx 3pejiocrn, no BejinnwHe MHTO3Hbix noKasaTejieit
u no pacnpe”ejieHuio KjieTOHHbix nonyjiHuwn.

| 4)a3a — nepwo/i pocTa Heflw~thepeHunpoBaHHDbix KjieTOK;

Il et>a3a — nepwofl An4*i>epeHijpipoBaHbH KjieTOK (npoAQlJix<aionj;KiicH b cpe”HeM
70 14 flHa);
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111 (J)a3a — nepnog poda ¢jmjKjiepeHijnpoBaHHoit KyjibTypbi (cBbime BTopoii

Hegejin).
Ha (JiiiKCMpoBaHHbix OKpameHHbix npenapaTax. HeodxogMMOCTh Taxon gwcfcKjiepeH-
pnapwn cliegyeT n3 ynoTpedjieHMH xyjibTypbi gjin rncToxnMWHecKnx nccliegOBaHWH.
npM3Haxn xoTopbie OTIJiHHaioT acTporjiwo ot ojiwrogeHgpapwTOB — 3to BejiHHHHa,
cfcopMa n CTeneHb oxpacxn ngep, xapaxTep npoTonJia3Mbi u CTeneHb n cnocod ot~
BeTBJieHHH OTPOCTKOB.

PaccMaTpwBaeTCH Mopchodiorna pa3JiMHHbix BMgOB rjineBbix KJieTOK b XxyjibType,
B TOM HHClie pa3JIWHHbie BMghl mraHTCKHX KlJieTOK. OCHOBHOU 4)OpMOil KJieTOHHbIX
fejieHHii b KyjibType hbjihiotch MiiT03bi, KOTopbie iiohbjihiotch y?Ke b caMbix pan-
hmx nepnoflax pocTa KyjibTypbi. Ohm, KpoMe Mwrpapnn KlJieTOK n3 SKcnjiaHTaTa
Ji MrpaiOT ocHOBHyio poab b yBejiHHeHMH KjieTOHHon nonyjiHu;nn b paHHCM nepnoge
pocTa. TeMn pa3BiiTim KyjibTypbi BbipaxcaeTcn BejiHHiiHOii MMTOTHHecKnx noKaaa-
Tejien n O6bui pa3HbiM b pa3Hbix nepnogax pa3BHTna KyjibTypbi, npnneM caMbiM
BbicoKHM oh OKa3ajicH b cfca3e gMcjK”epeHnnapim KlieTOK, a caMbiM MajibiM b 4)a3e
pocTa £ngl3cE)epeHijldpoBaHHoii KyjibTypbi.

ABTopbi o6painaioT BHMMaHMe Ha 3HaHMTelibHyio MopcfrojiOTHHecKyio M3MeHHii-
BOCTb KlJieTOK ogHoro Tuna, o0bycjiOBJieHHyio noBMgHMOMy nx pa3JiHHHbiMn cjjyHKqwo-
HajibHbiMU <J)a3aMM.

3Ta H3MeHHHBOCTb HBJIHeTCH npHHHHOIT TOTO, HTO HaCTb KlJieTOK B (£)HKCnpOBaH-
hom m oKpameHHOM npenapaTe KyjibTypbi ocTaeTca HeKBajiM<J>ni"npoBaHHbiMfi.

Z. Krasnicka, M. J. Mossakowski

THE PROBLEM OF MORPHOLOGIC VARIATION OF GLIAL TISSUE GROWN
IN VITRO

Summary

Results of morphologic observations on cultures of glial tissue from neonate
rats and mice and chick embryos are reported. The cultures were grown in
Carrel flasks and on the double cover slips by the method of Maximow. Obser-
vations were made on fixed cultures, which had survived for 1—58 days.

Three phases in the growth of the cultures .were distinguished, differing with
respect to type of prevailing cells, their maturity, mitotic indexes, and distri-
bution of the cell population. The phases were as follows:

I — growth of undifferentiated cells (1—4 days), !

Il — differentiation of the cells (up to the 14th day),

111 — growth of the differentiated culture (after the second week).

The morphologic criteria of differentiation of glial cells in fixed stained
preparations are discussed. The need of this differentiation arises from the use
of cultures in histochemical studies. The features differentiating astroglia from
oligodendroglia include dimensions, shape and stainability of the nucleus, cha-
racter of the protoplasm and manner of formation of processes® The morphology
of different types of glial cells observed in cultures is .discussed, including the
various types of giant cells which were encountered. The basic type of cell
division observed in cultures was indirect division, which occurs in very early
stages of the growth of cultures. This type of division, beside emigration of cells
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from the explantate, plays the main role in the multiplication of the cell po-
pulation in the early stages of growth. The tempo of development of the culture
expressed in terms of mitotic indexes varies in different stages of development
of the culture, being highest during the stage of differentiation of the cells, and
lowest during growth of the differentiated culturej

The marked morphologic variation of cells of the same type, presumably due
to different functional phases, is emphasized. As a result of this variation, part
of the cells in fixed stained preparations cannot be classified.
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~ Rye. 1. Dwudniowa hodowla mozdzku sz_czurzeEo. W pasie wzrostu przewa-
zajg niezroznicowane komorki glejowe z duzym okraglym g)qdrem,_skqpa proto-
plazma, zazwyczaj jednowypustkowe. Hematoksylina-eozyna. Pow. obj. 200~ ok, 15.

Fig. 1. Two-day culture of rat cerebellum. In the growth zone, large undiffe-
rentiated glial cells with large, round nucleus, scantylsprotoplasm and usually

one process, predominate. H.E. Magn. obj. X 20, oc. X

~ Rye. 2. Dwudniowa hodowla mo6zdzku szczura. W preparacie przewazaja jedno-
i dwubiegunowe komorki glejowe. Hematoksylina-eozyna. Pow. obj. 40 ~ ok. 15.

Fig. 2. Two-day culture of rat cerebellum. Uni- and bipolar glial cells pre-
dominate in the preparation. H.E. Magn. obj. X|40, oc. X 15.

Rye. 3. Czterodniowa hodowla moézdzku szczurzego. Wyrodniejagca komorka
glejowa przypominajaca trawniczek glejowy. Wianuszkowaty uktad jader, roz-
zgegi(zonﬁ, fslankowata, Zle ograniczona protoplazma. Biekit toluidyny. Pow. obj.

, Ok. 15.

Fig. 3. Four-day culture of rat cerebellum. Degenerating glial cell resembl-
ing a glial lawn. Wreath-like arrangement of nuclei, rarefied, foamy, poorly
demarcated protoplasm. Toluidine blue. Magn. obj. X40, oc. X 15.

Rye. 4a i b. Fragmenty strefy wzrostu 7-dniowej hodowli mdézdzku szczura.
Na rye. a przewazaja komorki o cechach astrocytéw, na ryc. b — oligodendro-
cKty. 15Oble ryciny pochodzg z tej samej hodowli. Biekit toluidyny. Pow. obj. 20 X,
ok.

Fig. 4 a and b. Fragments of the growth zone of a 7-day culture of rat ce-
rebellum. Fig. a: predominance of ceils of the character of astrocytes. F,i\%. b:
oligodendrocytes. Both figures are from the same culture. Toluidine blue. Magn.
obj. X 20, oc. X 15.

Ryc. 5. Oligodendrocyty z hodowli 9-dniowej, Ciemne jadro komorki zajmuje
Eo’rozenle mimosrodkowe w stosunku do skapej protog)lazmy. Wypustki komor-
owe skape, cienkie. Biekit toluidyny. Pow. 40 X, ok. 15.

Fig. 5. Oligodendrocytes in a 9-day culture. The dark nucleus is situated
excentrically in relation to the scanty protoplasm. The cell processes are few
in number, thin. Toluidine blue. Magn. obj. X 40, oc. X 15.

Ryc. 6. Astrocyty z 14-dniowej hodowli tkanki glejowej. Protoplazma komo-
rek obfita, odejscie wypustek stozkowate. Obok typowych astrocytow widoczne
sg rowniez tak zwane astrocyty mate. Biekit toluidyny. Pow. obj. 40 X\ ok. 15,

Fig. 6. Astrocytes in a 14-day culture of glial tissue. Abundant protoplasm of
the cells. Conical beginning of the processes. Besides typical astrocytes, so-called
smi.fll astrocytes may be seen. Toluidine blue. Magn. obj. X 40, oc. 15.



Rye. 7. Astrocyty z hodowli 10-dniowej. Widoczna jest obfita ptatowata pro-
toplazma i obficie rozgalezione krétkie wypustki. Typ komérek przypominajacych
gemistocyty. Biekit toluidyny. Pow. obj. 40 X, ok. 15.

Fig. 7. Astrocytes from a 10-day culture. Abundant lobulated protoplasm and
short branching processes. The type of cells resembles gemistocytes. Toluidine
blue. Magn. obj. X|40, oc. X 15.

Rye. 8. Wielojadrzasta komodrka glejowa z charakterystycznym wianuszkowa-
tym uktadem jader. Stabo widoczne wypustki komérkowe. Hodowla 10-dniowa.
Biekit toluidyny. Pow. obj. 40 X,, ok. 15.

Fig. 8. Piolynucleated glial cell with characteristic wreath-like arrangement
of the nuclei. Poorly visible processes. Ten-day culture. Toluidine blue. Magn.
obj, X 40, oc. X 15.

Rye. 9. Mitoza w stadium gwiazdy macierzystej w komorce glejowej. Hodowla
6-dniowa. Biekit toluidyny. Pow. obj. 80 Xj, ok. 15.

Fig. 9. Mitosis in the as.ter phase (metaphase) in a glial cell. Six-day culture.
Toluidine blue. Magn. obj. X 80, oc. X 15.

Rye. 10. Fragment hodowli 3-tygodniowej. Widok ogdlny. Widoczne sa oba
t)ll(py komoérek glejowych z przewaga astrocytow. Biekit toluidyny. Pow. obj. X 20,
ok. 15.

Fig. 10. Fragment of a 3-week culture. General view. Both types of glial
cells are present, with predominance of astrocytes. Toluidine blue. Magn. obj.
X|20, oc. X 15.

Rye. 11. Fragment tej samej hodowli co na rye. poprzedniej. Hodowla pra-
wie wylgcznie astrocytarna. Zwraca uwage réznoksztattnos¢ komoérek i obfita,
splatana sie¢ wypustek komodrkowych. Biekit toluidyny. Pow. obj. 40 X, ok. 15.

Fig. 11. Fragment of the same culture as in the preceding figure. Almost
exclusively astrocytic culture. The variable shape of the cells and abundant,
tangled network of cell processes are striking features. Toluidine blue. Magn.
obj. Xj40, oc. X 15.

Rye. 12. Fragment hodowli 6-tygodniowej. Zwracajg uwage duze, wielojadrza-
ste komorki glejowe przypominajagce komorki odczynowe w mézgu. Hematoksyli-
na-eozyna. Pow. obj. 40 X, ok. 15.

Fig. 12. Fragment of a 6-week culture. Note the large, polynucleated glial
cells resembling reactive cells in the brain. H.E. Magn. obj. X, 40, oc. X 15.

Rye. 13. Komérka nerwowa w hodowli 3-tygodniowej. Zwraca uwage wy-
peinienie protoplazmy silnie zasadochtonnymi ziarnistoSciami. W czesci srodkowej
Jadra widoczne jest duze jaderko. Biekit toluidyny. Pow. obj. 40 X,, ok. 15.

Fig. 13. Neurocyte in a 3-week culture. Note the strongly basophilic granu-
lations filling the protoplasm. A nucleolus may be seen in the central part of the
nucleus. Toluidine blue. Magn. obj. X 40, oc. X 15.
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