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La sensibilité du système nerveux central à l’anoxie est un fait évi
dent. Les différents degrés de la sensibilité des structures particulières 
et des éléments cellulaires du système nerveux central sont égalemenf 
connus. Les cellules nerveuses et leurs prolongements manifestent une 
sensibilité la plus marquée. La vulnérabilité sélective manifeste en plus 
une différenciation dans la population neuronale intervenue probable
ment en fonction de différences métaboliques des cellules nerveuses 
particulières.

La plupart des expériences dans ce domaine ont été effectuées sur le 
matériel animal, les changements intervenus dans les tissus nerveux in 
vivo constituaient l’objectif des recherches. Il est reconnu que l’anoxie 
de tout l’organisme et même du système nerveux seul provoque toute 
une série de réactions de tout l’ensemble des organes et qui s’accumu
lent sur les altérations entraînées par l’anoxie.

Dans cette optique au cours des dernières années nous nous sommes 
attaquées dans notre laboratoire aux recherches relatives â l’influence 
de l’anoxie sur le tissu nerveux cultivé in vitro. Nous avons présenté 
les résultats de nos recherches relatives à la nevroglie dans les publi
cations parues précédement (Kraśnicka et coll. 1967a, 1967b, Renka- 
wek 1967, Kraśnicka, Renkawek 1969). L’objectif de notre présente 
communication est d’évaluer les changements morphologiques et histo- 
enzymatiques des neurones dans les conditions de culture soumis 
à l’action de l’anoxie. L’object d’un examen détaillé est de les analyser 
en fo'nction de la durée de l’anoxie et du degré de la maturité du 
tissu cultivé.
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94 Z. Kraśnicka et coli.

MATERIEL ET METHODESLes recherches étaient effectuées sur les cultures de ganglions spinaux d’embryons de poulet de neuf jours. Les cultures étaient maintenues dans les flacons de Carrel pendant une à quatre semaines. Pouf obtenir les conditions expérimentales d’anoxie on a utilisé un flacon de Carrel modifié (Kraśnicka et coll. 1967a). Les cultures croissantes dans les conditions standardisées dans les flacons de Carrel ju^qu^à l’âge requis 1, 2, 3, 4 semaines ont été transportées dans les conditions stériles dans les flacons modifiés. Ensuite après avoir servi le milieu à composition normale on a ajouté de l’azbte. On a fait passer de l’azote par les flacons pendant trois minutes et ensuite on a fermé les voies d’introduction et de dérivation. On maintenait les cultures dans l’atmosphère d’azote au cours d’une, trois, douze et vingt quarte heures. Ensuite on a procédé aux examens histologiques et enzymatiques. Le tableau 1 présente les méthodes histologiques, histo- chimiques et histoenzymatiques utilisées. En vue de chaque analyse enzymatique on a effectuée des contrôles en faisant incuber des cultures supplémentaires dans les mélanges dépourvues de substrats
Tableau 1. Méthodes histologiques, histochimiques et enzymatiques

Methodes histologiques 
et histochimiques

Nissl
Bodian
PAS
PAS-Dimedon
Noir Soudan B

Enzymes
oxydoreductifs

G-6-PDH
LDH
SDH

Hess et coll.*)

Scarpelli et coll.**)

Enzymes du cycle 
Lelcir-Cardini

Ph-ase 
UDPG-G-ase

Takeuchi et Kuriaki***)
Takeuchi et Glenner****)

*.) Hess R., Scarpelli D. G. Pearse A. E. G.: The cytochemical localisation of oxi- 
Cative enzymes. II. Pyridine nucleotide — linked dehydrogenases. J. biophys. biochem. 
dytol. 1958, 4, 753—760.

**) Scarpelli D. G., Hess R., Pearse A. E. G.: The cytochemical localization of oxi
dative enzymes. J. biophys. biochem. Cytol. 1958, 4, 747—752.

***) Takeuchi T., Kuriaki K. : Histochemical detection of phosphorylase in animals 
tissues. J. Histochem. Cytochem. 1955, 3, 153—160.

♦***) Takeuchi T., Glenner G. : Histochemical demonstration of uridine diphosphato 
glucose-glycogen transpherase in animal tissues. J. Histochem. Cytochem. 1961, 9 304— 
—316.
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Anoxie des neurones in vitro 95demandés. Pour comparer les changements morphologiques et enzymatiques on a effectué des examens de contrôle sur les cultures de ganglions spinaux maintenues dans les conditions standardisées et dans les périodes requises de la croissance des cultures.
RESULTSGroupe I — Anoxie d’une heure.Les changements morphologiques intervenus dans les neurones de ganglions spinaux se font remarquer dans tous les groupes d’âge des cultures. Ils consistent en tigrolyse, en dégénération vacuolaire et en gonflement cellulaire. Les noyaux des cellules satélitaires autour des neurones sont manifestement accrus.Dans la méthode PAS après une heure d’anoxie de petites agglomérations de granules PAS positives dans les neurones particuliers se font remarquer (fig.l). Dans la méthode PAS-dimedon on ne décèle la présence de glycogène ni en neurones, ni en cellules satelitaires qui les accompagnent, dans aucune période des cultures.Dans la méthode de Bodian après une heure d’anoxie on ne remarque pas d’altérations des neurofibrilles ni dans les jeunes ni dans les vieilles cultures. Dans ce groupe experimental on ne décèle pas non plus de changements pathologiques en coloration de Soudan noir B.Sous l’action d’une heure d’anoxie les neurones sensitifs manifestent l’activité de deshydrogenases lactique et glucose-6-phosphatique insensiblement diminuée (fig. 2, 3). Les grains de la réaction enzymatique dans la cytoplasme sont disposée irrégulièrement. L’intensité de l’activité de ces deshydrogenases diffère d’une cellule à l’autre, mais dans la plupart des cellules l’activité enzymatique est moins élevée que dans les cultures de conditions standardisée. L’activité de deshydrogenase succinique est la plus faible (fig. 4). Les petits grains de la réaction enzymatique sont aussi irrégulièrement disposés dans les cellules. Les amphicites et les cellules de Schwann manifestent egalement l’activité de ces enzymes sensiblement diminuée.Dans ce groupe experimental l’activité des enzymes métabolisant le glycogène (de la phosphorylase et de la synthethase glycogénique) est assez forte et correspond à l’intensité de l’activité de ces enzymes dans les conditions normaux. Dans l’anoxie on remarque aussi l’activité de la phosphorylase plus intense que celle de la synthethase glycogénique.Groupe II — Anoxie de trois heures.En comparaison avec les résultats du groupe I les changements morphologiques sont plus intenses. Le nombre et la taille des vacuoles
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96 Z. Kraśnicka et coli.dans les neurocytes augmente. La tigrolyse est plus avancée. Les petits grains de tigroide se trouvent sous la membrane cellulaire.Dans la méthode de Bodian après trois heures d’anoxie les premiers changements des neurofibrilles se font détecter. Les neurofibrilles sont disposées d’une façon irrégulière, parfois elles sont groupées sur la périphérie de la cellule. Dans la méthode PAS après trois heures d’anoxie la quantité de substances PAS positives augmente insensiblement dans les cellules satelitaires, tandis que dans les neurones elle apparaît en moindre quantité.Dans ce groupe d’anoxie ori observe que l’activité des deshydroge- nases baisse toujours et l’activité de phosphorylase et de synthethase glycogénique dans le cytoplasme des neurones augmente (fig. 5).Groupe III — Anoxie de douze heures.En comparaison avec les résultats des groupes precedents on observe une augmentation croissante des changements dégénératifs. Dans la méthode de Nissl tous les neurones sont dépourvus des grains de tigroide. Souvent on remarque aussi des changements dans les noyaux, s’exprimant en atrophie de la membrane nucléaire. Les nucléoles se tiennent le plus longtemps. Autour des neurones on remarque une forte prolifération des cellules satelitaires et leurs noyaux gonflés (fig. 6).Dans la méthode PAS après douze heures d’anoxie la plupart des neurones sont dépourvus de granules PAS positives, tandis que les cellules satelitaires accumulent des quantités considérables de cette substance (fig. 7).Parfois on trouve des produits sphériques PAS positifs dans la cyto= plasme.Dans la méthode PAS-dimedon après douze heures d’anoxie on ne décèle pas la présence de glycogène dans les cultures.Dans la méthode de Bodian dans ce groupe experimentale toutes les neurofibrilles sont manifestement déplacées sous la membrane cellulaire dans les neurones conservés. De plus les axones manifestent des renflements irréguliers (fig. 8).Après douze heures d’anoxie l’activité de la deshydrogenase lactique et glucose-6-phosphatique est très faible, l’activité de la deshydrogenase succinique est insignifiante ou même indétectable. Dans ce groupe d’anoxie seule l’activité de la phosphorylase et de la synthethase du glycogène est augmentée sensiblement.Groupe IV — Anoxie de vingt quatre heures.Le changement le plus essentiel dans ce groupe d’anoxie est la désintégration de gaine myélinique. Au cours de la coloration avec
http://rcin.org.pl



Anoxie des neurones in vitro 97du Soudan noir B les cultures précédemment manifestent une démyélinisation accompagnée d’une fragmentation de myéline (fig. 9).Les changements morphologiques et enzymatiques remarquées dans ce groupe ressemblement aux résultats du groupe d’anoxie de douze heures (fig. 10, 11). Outre de l’intinsité des changements pathologiques observés dans les groupes précédents une plus grande atrophie des neurocytes se fait remarquer.Dans tous les groupes expérimentaux les cultures jeunes manifestent des changements patologiques les plus intenses et l’afaiblisse- ment de l’activité des deshydrogenases le plus marqué. Les cultures plus vieilles sont affectées de changements moins avancés et l’activité des enzymes baisse moins sensiblement.
DISCUSSIONLes neurones sensitifs de ganglions spinaux maintenus in vitro dans les conditions d’anoxie manifestent des changements morphologiques et histoenzymatiques dans tous les groupes d’âge de la culture. La caractère et l’intensité des changements dépendent de la durée de leur séjour dans l’atmosphère sans oxygène et de l’âge de la culture au moment initial de l’action du facteur altérant. L’intensité des changements est en proportion de la durée de l’anoxie, les changements pathologiques sont d’autant plus profonds et plus massifs que la durée de l’anoxie est plus longue. La lésion des cellules nerveuses dans les cultures jeunes (1—2 semaines) est plus manifeste que dans les cultures plus vieilles pendant la même durée de l’anoxie. Ce phénomène est contraire aux observations faites jusqu’ici sur les expériences effectuées sur les animaux qui avaient prouvé que les cellules embryonnaires sont moins sensibles à l’anoxie que les cellules mures. Cette divergence peut être expliquée, paraît-il de deux façons: 1° dans les conditions où l’embryon est traité in toto il existe quantité de mécanismes de toùt l’organisme protégeant contre l’anoxie qui fon't défaut dans les cultures in vitro; 2° dans les premiers stades de la culture les cellules nerveuses sont en état de réaction axonale résultant de la lésion de l’axone, provoquée au cours du recuillement du matériel pour la culture (Kraśnicka 1969). Dans ce stade l’anoxie agit sur la cellule déjà altérée. Les changements pathologiques remarqués peuvent résulter d’une somme de facteurs nocifs.Les changements morphologiques remarqués consistent en gonflement des cellules nerveuses, en tigrolyse, en dégénération vacuolaire, en dégénération de neurofibrilles, en fragmentation des axones et en démyélinisation. La sensibilité des éléments particuliers de la cellule à l’ano-
http://rcin.org.pl



98 Z. Kraśnicka et coli.xie détermine la succession temporelle des changements apparus. La démyélinisation intervient après les changements qui s’étaient effectués dans les éléments péricariaux mais coincide avec lé temps de dégénération de l’axone et avec les changements intervenus dans les cellules de Schwann. Cela peut prouver qu’il existe un rapport causal entre la démyélinisation et les changements de neurone et de cellules Schwann.La disparition de glycogène en cytoplasme de neurone dans les conditions d’anoxie attire un intérêt particulier. Dans les conditions standardisées les dépôts abondants glycogènes s’accumulent dans leur cytoplasme dans la période entre la 1-ère et la 3-ème semaine de la croissance de la culture. Les observations histochimiques peuvent expliquer la disparition de glycogène.Le passage de la culture dans les conditions d’anoxie sur la voie de glucolyse anaerobique énergétiquement moins effective aboutit à une mobilisation de tous les matériels de réserve, y compris le glycogène s’accumulant en cytoplasme de neurone qui traduit une réaction axonale (Kraśnicka 1969, Szumańska, Rap 1971). L’abolition de glycogène est accompagnée d’une activité augmentée des enzymes métabolisant le glycogène, avant tout les phosphorylases qui prennent part au processus catabolique. Il y a lieu d’attirer attention sur le fait que les enzymes cytoplasmatiques métabolisant le glycogène ont été les seuls qui aient manifesté une activité augmentée au cours de l’anoxie. C’est probablement dû à la mobilisation de toutes les carbohydrates de réserve sous l’influence de l’afflux limité de l’oxygène et à la résistance de ces enzymes à l’anoxie dont avait parlé Mossakowski et coll. (1968) et Long et coll. (1969). Ces chercheurs ont souligné l’activité accrue de la phosphorylase et de la transpherase glycogénique en cellule gliale et en neurone sous l’influence de l’anoxie.Une chute fort sensible de l’activité de deshydrogenase glucose-6- -phosphate, lactique et succinique prouve un grand affaiblissement des processus métaboliques de glucose sur toutes les étapes de son métabolisme, excepté le cycle Leloir-Cardini. Un affaiblissement fort et précoce de l’activité de deshydrogenase succinique est l’indice d’une lésion considérable de mitochondries.
CONCLUSIONS1) Les neurones sensitifs cultivés in vitro dans les conditions d’anoxie manifestent des changements morphologiques et histoenzymatiques. La démyélinisation intervient après les changements qui s’étaient effectués
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Anoxie des neurones in vitro 99

dans le cytoplasme des neurones mais coincide avec le temps de dé
génération de l’axone et des cellules de Schwann.

2) La lésion des neurones dans les cultures jeunes est plus manifeste 
que dans les cultures plus vieilles pendant la même durée de l’anoxie.

3) Dans les conditions d’anoxie on observe la disparition de glyco
gène en cytoplasme des neurones.

4) Dans les conditions d’anoxie on observe la chute de l’activité des 
deshydrogenases et l’augmentation de l’activité des enzymes métaboli
sants le glycogène.

Z. Kraśnicka, M. J. Mossakowski, K. Renkawek

MORFOLOGIA I HISTOCHEMIA NEURONÓW CZUCIOWYCH 
IN VITRO W NIEDOTLENIENIU

Streszczenie

Przebadano morfologię i aktywność dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej, 
bursztynianowej i mleczanowej oraz aktywność enzymów metabolizujących gliko- 
gen (fosforylazy ii syntetazy glikogenowej) w neuronach czuciowych in vitro w 
warunkach doświadczalnego niedotlenienia.

Badania przeprowadzono na zwojach międzykręgowych pobieranych z 9-dnio- 
wych zarodków kurzych i hodowanych in vitro od 1 do 4 tygodni. Hodowle w wie
ku 1, 2, 3 i 4 tygodnie przetrzymywano w atmosferze czystego azotu od 1 do 
24 godzin.

W warunkach doświadczalnego niedotlenienia neurony wykazywały zmiany 
morfologiczne w postaci tigrolizy, zwyrodnienia wodniczkowego, rozpadu włókien 
nerwowych i osłonek mielinowych. W żadnym okresiie wzrostu hodowli nie stwier
dzono gromadzenia glikogenu w neuronach. Zaobserwowano wzrost aktywności 
enzymów metabolizujących glikogen oraz znaczny spadek aktywności badanych 
dehydrogenaz.

3. KpacBHMiiKa, M. H. MoecaKOBCKH, K. PensaBeK

MOP<£>OJIOH4H W mCTOXUMJiH CEHCOPHLIX HEBPOHOB B TKAHEBOÎÏ 
KyjibTYPE b rnnoKCMH

P e 3 k> m e
i

Jlccjie/joBajin Mopcbojiormo n aKTUBHOCTb rjnoKO3O-6-cj3OC(i)aTHOii, HHTapHOft 
M JiaKTaTHoił ^errmporeHa3, a TaKJKe aKTHBHOCTb 3H3hmob MeTa6ojiM3npyromHX tjim- 
KoreH (<t>occt)opiijia3bi n cwHTera3bi rjiwKoreHa) b cencopHbix HeBpoHax in vitro 
B ycjioBiiHX SKcnepwMeHTajibHOM itciokicmm.

Wccjie^OBaHWH npoBo^njin Ha MexmosBOHOHHbix raHTjinax, B3HTbix ot 9-ßHeBHbix 
KypMHHbix 3apojjbrmeü h BbipaupiBaeMbix in vitro b TeueHne 1 flo 4 He/jejib. Kyrb- 
Typbi b BO3pacTe 1, 2, 3 n 4 He/jejin coAepjKajin b aTMOccjjepe hhctoto a3OTa ot 
1 flo 24 nacoB.
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100 Z. Kraśnicka et coli.

B ycjioBMHX 3KcnepnMeHTajibHofi mnoKcnn hcbpohbi oÓHapyx<MBajin Mopcjpojio- 

rnnecKne 'Ji3MeHeHHH b BKfle Tnrpojin3a, BaKyojibHoü ¿jereHepaipni, pacna^a HepB- 

HbIX BOJIOKOH M MMSJIHHOBblX OÓOJIOHeK. B HMKaKOM nepPiO^e pa3BHTHH KyjibTypbi 

He oÔHapyjKiiBajTW HarpoMaacfleHua rjnœoreHa b HeiipoHax. HaSjiioflajm pocT okthb- 

H OCT 14 3H3MMOB MeTa6OJIH3MpyiOIItMX rjIMKOrCH H 3HaHMTejIbH0e CHPiJKeHPre aKTHB- 

hoctm MCCJie/jOBaHHbix A^rnAPoreHa3.
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FIGURES

Fig. 1. La culture d’une semaine. Les petites aglloméraitions de granules PAS- 
-positives les neurones. Dégénération vacuolaire de neurone. Après 1 heure 
d’anoxie. PAS, agr. 400X.

Ryc. 1. Hodowla 1-tygodniowa po 1 godzinie anoksji. Widoczne ziarnistości 
PAS + oraz wakuole w protoplazmie neuronów. PAS. X 400.

Fig. 2. La culture d’une semaine. L’activité de G-6-P dehydrogenase après
1 heure d’anoxie. Agr. 600 X

Ryc. 2. Hodowla 1-tygodniowa po 1 godzinie anoksji. Aktywność dehydroge
nazy glikozo-6-fosforanowej. Pow. 600 X

Fig. 3. La culture de 2 semaines. L’activité de lactique deshydrogenase après 
d’une heure d’anoxie. Agr. 400 X

Ryc. 3. Hodowla 2-tygodniowa. Aktywność dehydrogenazy mleczanowej po 1 go
dzinie anoksji. Pow. X 400
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