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Niedostatek tlenowy stanowi jeden z podstawowych czynników prowa
dzących do gromadzenia się glikogenu w ośrodkowym układzie nerwo
wym. Mossakowski i wsp. (1968) opisali obfite gromadzenie się glikogenu 
w mózgach noworodków małp w warunkach okołoporodowej asfiksji. 
Spostrzeżenia te potwierdziły późniejsze oznaczenia ilościowe Rivery 
i wsp. (1970). To samo zjawisko w przypadku umiarkowanego niedo
krwienia ośrodkowego układu nerwowego opisali Ibrahim i wsp. (1970), 
Crowell i wsp. (1971), Mossakowski i Zelman (1971) oraz Long i wsp. 
(1972), którzy ponadto obserwowali gromadzenie się glikogenu w na
stępstwie niedotlenienia prostego. W poprzedniej pracy (Pronaszko-Kur- 
czyńska i wsp. 1971) określiliśmy dynamikę gromadzenia się glikogenu 
w mózgu w następstwie dwustronnego podwiązania tętnic szyjnych 
u szczurów dorosłych. Zabieg ten wywołujący krótkotrwałe, przemijające
niedokrwienie mózgu (Albrecht 1972) nie prowadzi do powstawania nie
odwracalnych uszkodzeń tkankowych w ośrodkowym układzie nerwo
wym. Mossakowski i Zelman (1971) zwrócili uwagę na istotne różnice
w gromadzeniu się glikogenu w mózgach zwierząt dojrzałych i niedoj
rzałych.

Skłoniło to nas do przeprowadzenia analizy dynamiki gromadzenia 
się glikogenu i jego lokalizacji w mózgach zwierząt znajdujących się 
w różnych fazach dojrzewania ośrodkowego układu nerwowego.
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54 M. J. Mossakowski i wsp.

MATERIAŁ I METODY

Badania przeprowadzono na szczurach białych rasy Wistar, obu płci, 
którym w wieku 1, 2, 3, 4 i 6 tygodni podwiązywano w narkozie eterowej 
obustronnie tętnice szyjne wspólne. Zwierzętom kontrolnym, nie pod
danym zabiegowi operacyjnemu stosowano również narkozę eterową, 
przez taki sam okres czasu, jak w grupie doświadczalnej. Dodatkową 
grupę kontrolną stanowiły zwierzęta zdrowe, nie poddane żadnym za
biegom. Zwierzęta wszystkich grup wieku dekapitowano po upływie 6, 
12, 24, 48, 72 i 120 godzin od podwiązania tętnic lub od zakończenia 
narkozy. Następnie mózg podlegał opracowaniu, którego charakter za
leżał od typu prowadzonych badań.

Wykonywano równolegle badania biochemiczne, histologiczne, histo- 
cherniczne (oznaczanie glikogenu) i ultrastrukturalne. Te ostatnie ogra
niczone były jedynie do wybranych grup czasowych.

Badania biochemiczne

Do oznaczeń biochemicznych pobierano oddzielnie obie półkule móz
gu. W celu wyizolowania glikogenu stosowano technikę opisaną w po
przedniej pracy (Pronaszko-Kurczyńska i wsp. 1971). Oznaczanie glu
kozy wykonano metodą kolorymetryczną wg Nelsona (1944), na 
fotometrze spektralnym „Specol” przy długości fali 540 mu. Stężenie 
glukozy odczytywano z krzywej wzorcowej, wykonanej z 10, 20, 40, 30 
i 100 fig glukozy. Roztwór standardowy wynosił 100 p-g glukozy na 1 ml. 
Zawartość glikogenu wyrażano w mg glukozy na 100 g tkanki. Wyniki 
poddano analizie statystycznej, stosując test Studenta. Obliczano odchy
lenie standardowe, zmienną losową t, oraz stopień prawdopodobieństwa. 
Każda grupa zarówno doświadczalna, jak i kontrolna liczyła co naj
mniej 5 zwierząt.

Badania morfologiczne

Badania morfologiczne obejmujące rutynowe barwienie hematoksy- 
liną- eozyną i fioletem krezylu oraz histochemiczne oznaczanie glikoge
nu wykonano na 75 mózgach szczurów, w tym 60 doświadczalnych i 15 
kontrolnych.

Mózg po wydobyciu z czaszki dzielono dwoma cięciami, z których 
pierwsze prowadzono do przodu od skrzyżowania wzrokowego, a drugie 
do tyłu od ciał suteczkowatych na bloki, które następnie utrwalano 
w płynie Rossmana, zatapiano w parafinie i skrawano w mikrotomie 
na skrawki grubości 10 p..
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Glikogen w niedotlenieniu 55Oznaczanie glikogenu wykonywano przy pomocy odczynu PAS z równoczesnym blokowaniem dimedonem wg sposobu opisanego przez Bul- mera (1959). Swoistość odczynu histochemicznego sprawdzano przy pomocy trawienia diastazą.
Badanie mikroskopowo-elektronoweDo badań mikroskopowo-elektronowych użyto 12 szczurów. Badania przeprowadzono na zwierzętach 1- i 4-tygodniowych z przeżyciem 48 godzin i 6-tygodniowych po przeżyciu 12 i 48 godzin. Na każdą grupę przypadały dwa zwierzęta po podwiązaniu tętnic szyjnych i 1 poddane wyłącznemu działaniu narkozy eterowej.Zwierzęta dekapitowano, po czym szybko otwierano czaszkę i pobierano drobne wycinki tkanki z okolicy czołowo-ciemieniowej obu półkul mózgu. Pobrany materiał utrwalano przez 2 godziny w 4% roztworze aldehydu glutarowego w buforze fosforanowym o pH 7,3, a następnie przez 1 godzinę w 2% czterotlenku osmu. Tkankę odwadniano w etanolu o wzrastającym stężeniu i zatapiano w Eponie 812. Materiał krojono na ultramikrotomie f-my Reichert. Ultracienkie skrawki podbarwiano octanem uranylu i cytrynianem ołowiu, a następnie oglądano w mikroskopie elektronowym JEM 7A.

WYNIKI

Obserwacje kliniczneZwierzęta doświadczalne po wyjściu z narkozy eterowej nie zdradzały na ogół objawów świadczących o uszkodzeniu układu nerwowego, poza obecnością u większości z nich obustronnej ptozy, której wystąpienie wiązano z uszkodzeniem współczulnych splotów tętniczo-szyjnych w czasie podwiązywania a. carotis.Jednakże u znacznego odsetka zwierząt, zwłaszcza w młodszych grupach wieku obserwowano często okresowe napady drgawek, z przewagą składowej fonicznej, występujące we wczesnych godzinach po zabiegu.U szczurów 1-tygodniowych po podwiązaniu tętnic szyjnych obserwowano bardzo znaczne zahamowanie wzrostu.
Oznaczenia ilościoweWe wstępnej serii doświadczeń określono wpływ narkozy na zawartość glikogenu w mózgu. Ze względu na uprzednio stwierdzony, w grupie zwierząt dorosłych, statystycznie znamienny wzrost zawartości glikogenu
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56 M. J. Mossakowski i wsp.jedynie w 12 godzinie po zastosowaniu narkozy (Pronaszko-Kurczyńska i wsp. 1971) badania tej serii ograniczono do 6- i 12-godzinnych grup czasowych. Poza nieznacznymi zmianami w grupie zwierząt 4-tygodnio- wych w 12 godzinie po zastosowaniu narkozy, w żadnej z pozostałych grup wieku nie stwierdzono różnic w zawartości glikogenu w mózgach zwierząt poddanych narkozie w porównaniu ze zwierzętami bez narkozy (wykres 1). Spostrzeżenie to pozwoliło na potraktowanie w dalszych doświadczeniach zwierząt poddanych narkozie jako grupę kontrolną.

Tygodnie Weeks

Wykres 1. Porównanie zawartości glikogenu w mózgu szczurów nietkniętych i poddanych narkozie eterowej. Wysokość kolumn odpowiada średniej wartości uzyskanej z każdej grupy. Linie pionowe wyznaczają odchylenie standardowe.
Diagram 1. Comparison of glycogen content in the brain of normal and anaesthetized rats. The hight of each column represents the mean of each group. Vertical bars represent an standard deviation.Dla wyłączenia wpływu zabiegu na zawartość glikogenu w mózgu, przeprowadzono uzupełniającą serię oznaczeń na zwierzętach, u których wykonano tzw. zabieg rzekomy, polegający na wyizolowaniu tętnic szyjnych, bez ich podwiązania. Stwierdzono przy tym, że zawartość glikogenu w mózgu u zwierząt tej grupy nie różniła się od jego zawartości u zwierząt narkotyzowanych i nie poddanych żadnym zabiegom doświadczalnym.Poziom glikogenu w mózgu u zwierząt kontrolnych zmieniał się w miarę rozwoju. U szczurów 1-tygodniowych zawartość glikogenu wynosiła od 11,3 do 13,4 mg/100 g tkanki. U zwierząt 2-tygodniowych była ona już trzykrotnie wyższa, wynosząc od 33,2 do 44,4 mg/100 g tkanki. Na tym samym mniej więcej poziomie utrzymywała się w dalszych badanych grupach wieku, z wyjątkiem zwierząt 6-tygodniowych, wykazujących znaczne fluktuacje w poziomie wielocukru.
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Glikogen w niedotlenieniu <57

Tabela 1. Zawartość glikogenu w mózgu szczura badana w różnym czasie po obustronnym 
podwiązaniu tętnic szyjnych i zastosowaniu narkozy

Table 1. Glycogen content in the rats brain studied at various time intervals following 
bilateral carotid ligation and anaesthesia

Wiek 
użytych 
zwierząt

(tyg-)
Age of 
animals 
(weeks)

Czas po 
zabiegu 
(godz.)

Time fol
lowing 

experiment 
(hrs)

Zawartość glikogenu 
(mg/100 g tkanki)

t P
Glycogen content i

zwierzęta 
operowane 
operated 
animals

mg/100 g of tissue)

zwierzęta 
kontrolne 

control animals

6
*) **)
16,2±1,1 (6) 11,3±2,1 (6) 5,0 0,01>p>0,001

12 13,6±1,6 (6) ll,5±l,0 (6) 2,6 p> 0,05
1 24 17,5±1,9 (5) ll,9±0,9 (5) 5,9 0,01>p>0,001

48 32,2±2,1 (5) 13,4±0,6 (5) 19,3 0,01>p>0,001
72 12,3±1,1 (5) 12,3±0,7 (5) 0,02 >0,9

120 12,4±0,6 (4) 12,4±0,6 (4) 0,07 >0,9
6 38,5±1,97 (5) 36,8±2,3 (5) 1,3 0,3>p>0,2

12 47,0±2,5 (6) 34,3± 1,0 (6) 10,5 <0,001
2 24 41,1±3,2 (5) 37,3±2,3 (5) 2,2 0,l>p>0,05

48 86,4±1,9 (5) 33,2±0,4 (5) 15,7 <0,001
72 45,3±1,3 (6) 33,4±4,2 (6) 8,9 <0,001

120 47,5±2,6 (4) 44,4±3,5 (4) 1,4 0,3>p>0,2
6 35,0±l,7 (6) 33,7±1,1 (6) 1,6 0,2>p>0,l

12 41,9±2,4 (5) 29,5±1,3 (5) 10,0 <0,001
3 24 40,0±2,7 (6) 35,1±6,6 (6) 1,8 0,2>p>0,l

48 79,4±4,5 (5) 28,9±1,6 (5) 23,6 p<0,001
72 42,0±2,3 (4) 32,5±1,4 (4) 6,9 0,02>p>0,01

120 42,4±3,4 (6) 30,3±0,8 (6) 8,6 <0,001
6 39,5±4,1 (5) 32,9±2,0 (5) 3,2 0,05>p>0,02

12 40,5±3,7 (6) 31,1 ± 3,2 (6) 4,7 0,01>p>0,001
4 24 64,1±2,8 (5) 31,9±6,2 (5) 11,6 <0,001

48 87,1±13,9 (5) 34,0±13,3 (5) 6,2 0,01>p>0,001
72 48,0± 12,5 (5) 24,5±5,3 (5) 3,9 0,02>p>0,01

120 33,6±1,4 (5) 34,1±1,3 (5) 0,06 >0,9
6 47,4± 15,1 (7) 32,1±2,5 (7) 2,7 0,05>p>0,02

12 121,1±27,9 (7) 47,6 J; 4,6 (7) 6,2 <0,001
6 24 84,3±8.9 (5) 21,2±2,2 (5) 5,0 0,01 >p>0,001

48 77,2±16,7 (7) 40,2±8,5 (7) 5,2 0,01>p>0,001
72 75,5± 14,2 (6) 30,4±9,2 (6) 6,5 0,01>p>0,001

120 67,4±6,5 (4) 30,8±5,3 (4) 8,7 0,01>p>0,001
*) średnia arytmetyczna 

arithmetic mean
**) odchylenie standardowe 

standard deviation
***) liczba zwierząt

t — zmienna losowa testu Studenta 
Student’s test

p -—- prawdopodobieństwo 
significance of difference

number of animals
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58 M. J. Mossakowski i wsp.
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Wykres 2. Zmiany w zawartości glikogenu w mózgu szczurów w różnym wieku po obustronnym podwiązaniu tętnic szyjnych i zastosowaniu narkozy.--------------zwierzęta kontrolne (narkoza);--------------------zwierzęta operowane. Punkty przedstawiają średnie z 4—7 oznaczeń, pionowe linie wyznaczają odchylenia standardowe.
Diagram 2. Changes in glycogen content in the brain of rats at various age after bilateral carotid ligation and anaesthesia. ----------------- control animals(anaesthetized);---------------------operated animals. The points present the meansof 4—7 animals, verticals bars represent plus and minus one standard deviation.Zawartość glikogenu w mózgach zwierząt doświadczalnych wzrastała znacznie w porównaniu do zwierząt kontrolnych we wszystkich grupach wieku (tabela 1 i wykres 2). Statystycznie znamienne różnice występowały po* 24 godzinach u szczurów 1-tygodniowych, a po 12 godzinach od podwiązania tętnic szyjnych we wszystkich pozostałych grupach wieku. Maksymalny, 100% przyrost glikogenu u zwierząt 1, 2, 3 i 4-ty- godniowych przypadał na 48 godzinę doświadczenia, po czym jego poziom spadał i zbliżał się, względnie osiągał poziom grupy kontrolnej w 120 godzinie doświadczenia. Narastanie zawartości glikogenu u zwierząt 1, 2 i 3-tygodniowych przebiegało w sposób ostry i przypadało zasadniczo na okres między 24 a 48 godziną po podwiązaniu tętnic szyj-
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Glikogen w niedotlenieniu 59nych. Krzywa przyrostu glikogenu u zwierząt 4-tygodniowych miała przebieg łagodniejszy.U szczurów 6-tygodniowych krzywa zmian zawartości glikogenu w mózgu przebiegała w sposób odmienny. Maksymalny przyrost glikogenu przypadał na 12 godzinę po podwiązaniu tętnic szyjnych, przy czym statystycznie znamienne różnice jego zawartości obserwowano już w 6 godzin po zabiegu. Zawartość glikogenu utrzymywała się na wysokim poziomie przez dalsze godziny doświadczenia i w 120 godzinie różniła się nadal znamiennie od wartości grupy kontrolnej. Krzywa zawartości glikogenu w mózgu zwierząt 6-tygodniowych w tym przedziale czasu była podobna do krzywej uzyskiwanej u zwierząt dorosłych (wykres 2) *).
Obraz histologicznyU większości zwierząt z podwiązanymi tętnicami szyjnymi nie stwierdzono istotnych odchyleń od stanu prawidłowego w obrazie histologicznym mózgu. W przeciwieństwie jednak do zwierząt dorosłych, obecna była stosunkowo liczna grupa zwierząt, u których stwierdzono ogniskowe lub rozsiane uszkodzenia mózgu, w tym w 9 na 60 morfologicznie zweryfikowanych przypadków ogniska selektywnej lub całkowitej martwicy. Zwracała przy tym uwagę większa częstość uszkodzeń morfologicznych w młodszych grupach wieku. Uszkodzenia o charakterze ognisk zupełnej lub selektywnej martwicy położone w obszarze unaczynienia tętnicy środkowej mózgu były obecne wyłącznie u zwierząt 1- i 2-tygod- niowych. U zwierząt 3-tygodniowych obserwowano jedynie rozsiane zwyrodnienia neuronalne i rozrzedzenia utkania w korze mózgu. W starszych grupach wieku należały one do rzadkości, a ogniska martwicy nie występowały w ogóle.

Obraz histochemicznyNieprawidłowe złogi glikogenowe pojawiały się we wszystkich grupach doświadczalnych po upływie 12 godzin od podwiązania tętnic szyjnych Od 12 - do 48 godziny doświadczenia ilość złogów wzrastała we wszystkich grupach wieku, najwydatniej u zwierząt 4- i 6-tygodniowych. Po upływie 5 dni złogi glikogenowe, poza otoczeniem ognisk martwicy, w przypadkach w których one występowały, obecne były tylko u zwierząt 4- i 6-tygodniowych.*) Dla porównania wykres 2 zawiera dane z grupy zwierząt 10-tygodniowych, stanowiących przedmiot poprzednio opublikowanego opracowania (Pronaszko-Kur- czyńska i wsp. 1971).
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60 M. J. Mossakowski i wsp.Złogi glikogenu miały najczęściej charakter ziarnistości rozsianych luźno w neuropilu, z wyraźną tendencją do zagęszczeń okołonaczynio- wych (ryc. 1), wokół jąder gleju (ryc. 2), a rzadziej dookoła komórek nerwowych (ryc. 3). Niekiedy złogi glikogenowe, zgromadzone w cytoplaz- mie i w wypustkach komórek glejowych, wyznaczały ich pełne zarysy, przypominając obrazy uzyskiwane w barwieniach impregnacyjnych (ryc. 4).Miejscem predylekcyjnego gromadzenia się glikogenu była kora mózgu. Złogi wielocukru występowały w niej w postaci skupień ogniskowych, warstwowych lub rozlanych (ryc. 5). Korowa lokalizacja złogów była typowa dla wszystkich grup wieku, z wyjątkiem zwierząt 1-tygo- dniowych, u których gromadziły się one przede wszystkim w istocie białej (ryc. 6), rzadziej w jądrach podstawy (ryc. 7), a tylko wyjątkowo w korze mózgu.W przypadkach występowania ognisk martwicy, niezależnie od wieku zwierząt, w ich brzegach były obecne obfite złogi glikogenowe, leżące luźno w neuropilu lub w przerosłych astrocytach (ryc. 8).
Obraz mikroskopowo-elektronowyW obrazie mikroskopowo elektronowym charakterystyczne skupienia złogów glikogenu spostrzegano przede wszystkim w wypustkach astro- cytów położonych bezpośrednio przy naczyniach lub w ich otoczeniu (ryc. 9). Nieco mniej obfite gromadzenie się glikogenu obserwowano w części perikarialnej astrocytów i na przebiegu ich wypustek nie 'wykazujących związku z naczyniami (ryc. 10). U szczurów 4- i 6-tygodnio- wych obserwowano również niewielkie złogi glikogenu w drobnych wypustkach nerwowych i synapsach (ryc. 11, 12), a sporadycznie także w większych dendrytach (ryc. 13). W pojedynczych przypadkach u zwierząt młodszych (4 tygodnie) poza złogami w astrocytach, obserwowano gromadzenie się glikogenu w perikariach i wypustkach oligodendrogleju istoty białej (ryc. 14).Odkładaniu się glikogenu towarzyszyły minimalne uszkodzenia ultra- struktury komórek, przede wszystkim w postaci obrzmienia okołonaczy- niowych wypustek astrogleju i występowania w nich różnej wielkości ograniczonych pojedynczą błoną wodniczek (ryc. 15).

OMÓWIENIEWyniki przeprowadzonych doświadczeń wskazują, że gromadzenie się glikogenu w tkance nerwowej w następstwie przejściowego niedokrwienia mózgu, wywołanego obustronnym podwiązaniem tętnic szyjnych.
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Glikogen w niedotlenieniu 61wspólnych (Albrecht 1972) jest niezależne od wieku zwierzęcia i związanego z nim stopnia rozwoju ośrodkowego układu nerwowego. Wzrost zawartości glikogenu w półkulach mózgu obserwowaliśmy we wszystkich grupach doświadczalnych. Mimo zróżnicowanego w zależności od wieku poziomu glikogenu w mózgu u zwierząt kontrolnych, rząd wielkości maksymalnego przyrostu glikogenu w następstwie niedotlenienia był zbliżony we wszystkich grupach.Stopień dojrzałości układu nerwowego wpływa natomiast zarówno na dynamikę zmian w zawartości glikogenu, jak i na jego śródtkankową i śródkomórkową lokalizację. Uwzględniając dane otrzymane na materiale zwierząt dorosłych (Pronaszko-Kurczyńska i wsp. 1971), wyróżnić można dwa typy dynamiki zmian w zawartości glikogenu w mózgu, w następstwie jego przejściowego niedokrwienia.Typ „niedojrzały” występujący u zwierząt 1, 2 i 3-tygodniowych charakteryzuje się ostrym wzrostem zawartości glikogenu między 12 (—24) i 48 godziną doświadczenia i jego całkowitym powrotem do wartości kontrolnych po upływie 120 godzin. Podobny charakter przyrostu glikogenu w mózgu noworodków małp w następstwie okołoporodowej asfiksji obserwowali Rivera i wsp. (1970), z tym tylko, że w ich materiale maksymalny poziom wielocukru przypadał na 12 godzinę, podczas gdy w naszej serii na 48 godzinę doświadczeń.Typ „dojrzały” reprezentuje krzywa przyrostu obserwowana u zwierząt dorosłych, charakteryzująca się łagodniejszym wzrostem poziomu glikogenu w przedziale czasu między 12 a 48 godziną doświadczenia i brakiem powrotu do wartości kontrolnych po upływie 5 dni. Dynamika zmian zawartości wielocukru w mózgach zwierząt 4- i 6-tygodniowych zajmuje pozycję pośrednią między typem dojrzałym i niedojrzałym. Zwierzęta 4-tygodniowe różnią się od młodszych grup wieku łagodniejszym przyrostem glikogenu w okresie między 24 a 48 godziną po niedokrwieniu, a krzywa uzyskana w grupie zwierząt 6-tygodniowych zbliżona jest do krzywej zwierząt dorosłych, różni się jednak od niej szczytowym przyrostem przypadającym na 12 godzinę po zabiegu i statystycznie znamiennym podwyższeniem poziomu wielocukru już w 6 godzinie.Gromadzenie się glikogenu w następstwie przejściowego, wyrównującego się niedokrwienia mózgu, mimo nie wyjaśnionego w pełni jego mechanizmu stanowi niewątpliwie wykładnik zaburzeń metabolizmu glukozy. Proces dojrzewania ośrodkowego układu nerwowego, zachodzący w przedziale czasu zamkniętym skrajnymi grupami wieku naszych doświadczeń wiąże się z licznymi zmianami metabolizmu tkanki nerwowej (Bernsohn i wsp. 1963, Bass i wrsp. 1969, Eto, Suzuki 1972 a, b, Ghosh, Guha 1972, Wilson 1972), w tym również z przejściem przemiany glu-
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62 M. J. Mossakowski i wsp.kozy z toru heksozowo-monofosforanowego, charakterystycznego dla mózgu szczurów w pierwszych tygodniach życia pozamacicznego na tor glikolizy (Winick 1970, Balazs 1970). Na okres ten przypada również proces mielinizacji mózgu szczura, z wszystkimi zmianami metabolizmu tkanki nerwowej i jej składu chemicznego (Bass i wsp. 1968, Eto, Suzuki 1972 a, b). Wydaje się przeto uzasadnione wiązanie zróżnicowania dynamiki zmian w zawartości glikogenu w następstwie niedotlenienia mózgu z wyżej wymienionymi procesami metabolicznymi.Niski poziom glikogenu w mózgu zdrowych 1-tygodniowych szczurów i opóźniony w czasie, w porównaniu z pozostałymi grupami zwierząt jego przyrost w następstwie niedokrwienia, może zależeć między innymi od niskiej w tym okresie rozwoju aktywności heksokinazy w mózgu. Znaczny przyrost poziomu glikogenu w mózgu zwierząt 2-tygodniowych, jest zgodny w czasie z wydatnym zwiększeniem aktywności heksokinazy (Wilson 1972).Odrębności dynamiki zmian w zawartości glikogenu w mózgu u zwierząt 6-tygodniowych w następstwie niedokrwienia mogą mieć związek ze zmianami metabolicznymi uwarunkowanymi przypadającym na ten okres zakończeniem procesu biochemicznej mielinizacji. Na zależność gromadzenia się glikogenu w tkance nerwowej od fazy mielinizacji zwracali uwagę Mossakowski i wsp. (1968) na podstawie doświadczeń nad asfiksją okołoporodową u małp. Wskazywać na nią mogą również nasze obserwacje dotyczące różnic w lokalizacji złogów glikogenowych w mózgach zwierząt 1-tygodniowych w porównaniu z pozostałymi grupami wieku. Zwierzęta 1-tygodniowe, których mózg znajduje się w zaawansowanej fazie premielinizacyjnej (Bass i wsp. 1968) reprezentowały jedyną grupę wieku, w której glikogen gromadził się w gleju istoty białej, przy prawie całkowitym jego braku w korze mózgu. Ponadto zwraca uwagę fakt, że zmielinizowane pęczki włókien w zwojach podstawy nie zawierały zupełnie złogów glikogenu, podobnie jak zrrfielinizowana istota biała mózgów szczurów dorosłych (Ibrahim i wsp. 1970, Pronaszko-Kur- czyńska i wsp. 1971).W pozostałych grupach wieku przeważały złogi glikogenowe w formacjach szarych, a przede wszystkim w korze mózgu. Badanie histoche- miczne ujawniło astrocytarną i neuropilową lokalizację złogów glikogenowych. Ta ostatnia, jak wynika z obrazów mikroskopowo-elektrono- wych, odpowiada również skupieniom wielocukru w obrzmiałych wypustkach astrocytów. W przeciwieństwie do zwierząt dorosłych, u szczurów z dojrzewającym układem nerwowym, złogi glikogenu w stosunkowo niewielkiej ilości gromadzą się również w wypustkach komórek nerwowych i synapsach. Long i wsp. (1972) przypuszczają, że odkładanie się glikogenu zachodzi tylko w tych komórkach nerwowych, które posiadają
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Glikogen w niedotlenieniu 63niezbędny dla syntezy glikogenu aparat enzymatyczny. Niewielkie skupienia ziarnistości glikogenu występowały również w komórkach gleju. skąpowypustkowego. Zjawisko to podobnie jak w materiale Mossakowskiego i wsp. (1968) dotyczyło jedynie aktywnie mielinizujących się obszarów istoty białej półkul mózgu.W naszym materiale zwraca również uwagę częste występowanie nieodwracalnych uszkodzeń tkanki nerwowej w postaci rozległych pól martwicy zupełnej lub selektywnej oraz zwyrodnień komórek nerwowych, nie spotykanych prawie zupełnie u zwierząt dorosłych. Uszkodzenia te przeważają w najmłodszych spośród badanych grup wieku. Na zależność występowania nieodwracalnych uszkodzeń tkanki nerwowej w następstwie jej niedokrwienia od wieku zwierzęcia w momencie zadziałania czynnika uszkadzającego zwrócił uwagę Myers i wsp. (1969) na materiale noworodków małp, którym w życiu płodowym podwiązano tętnice szyjne. Wydaje się, że zależność tę należy odnieść do niedostatecznie wykształconego układu krążenia obocznego, warunkującego u zwierząt dojrzałych wyrównanie zaburzeń krążenia w przypadku podwiązania tętnic szyjnych.
WNIOSKI1. Obustronne podwiązanie tętnic szyjnych wspólnych u szczurów wywołujące krótkotrwałe niedokrwienie półkul mózgu, niezależnie od stopnia dojrzałości ośrodkowego układu nerwowego, prowadzi do wzrostu zawartości glikogenu w tkance nerwowej w okresie poniedokrwiennym. Rząd wielkości maksymalnego przyrostu zawartości glikogenu w mózgu jest jednakowy we wszystkich badanych grupach wieku, podczas gdy zawartość glikogenu w mózgu zwierząt kontrolnych wykazuje wyraźne uwarunkowanie od wieku zwierzęcia.2. Stopień dojrzałości ośrodkowego układu nerwowego wpływa na dynamikę zmian zawartości glikogenu w mózgu w następstwie podwiązania tętnic szyjnych i na jego rozkład topograficzny.3. Nieprawidłowe złogi glikogenu, stanowiące wykładnik zaburzeń w metabolizmie glukozy, gromadzą się przede wszystkim w cytoplazmie i wypustkach astrogleju, w mniejszym stopniu w drobnych wypustkach nerwowych i synapsach, a sporadycznie tylko w komórkach gleju ską- powypustkcwego.4. W młodych grupach wieku (1, 2 tygodnie) mechanizmy zabezpieczające wyrównanie zaburzeń w krążeniu w następstwie obustronnego podwiązania tętnic szyjnych są mniej sprawne, czego wyrazem jest powstawanie ogniskowych nieodwracalnych uszkodzeń tkankowych, nie spotykanych u zwierząt z dojrzałym układem nerwowym.
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M. E. MaccaKOBCKK, A. npoHaiHKO-KypHiiHbCKa, fl. KopTxajibc, A. BpyTHWHK

BJIMflHKE YMEPEHHOU AHEMH3AIJ1414 HA YPOBEHb TJIHKOrEHA B MO3rY 
B 3AB1/ÍC14MOCT14 OT CTEIIEHkí 3PE.JIOCT14 UEHTPAJIbHOH

HEPBHOH CWCTEMbl

P e 3 K» m e

ABTopbi nccjieflOBajm 3aBncnMOCTt> OTKjiaflbiBaHna rjinKoreHa b MO3ry BCJiejjcTBwe 
vMepeHHoií aHeMH3aijiiM ot ctg nenii 3pejiocTH ijeHTpajibHow HepBHOü cwcTeMbi. 
WccjieflOBaHUH npoBOflmincb Ha xpbicax oöoero nona, KOTopbiM b B03pacTe 1, 2, 3, 
4 u 6 He^eJib oóecTopoHHe no^Bfl3biBajin o6iijne comible apTepnM. JKiiBOTHbix yöii- 
B8JIH nocjie 6, 12, 24, 48 w 120 nacoB ot onepa«nn u oijeHHBajiH coflepxtauMe tjimko- 
reHa b MO3ry 6noxwMHHecKMMn MeTO^aMii, a TaxjKe npw noMonjH rHCTOxiiMiriecKnx 
u 3jieKTpoHHOMHKpocKonnHeCKiix HCCjiejjOBaHiifí onpejjejifuiii ero BHyTpnTxaHeByio 
ii b Hy Tp UK jie to h Hy io jiOKajimaqmo. 3tw wccjie^OBaHwa flonojiHHjiwcb rncTOJiornHec- 
KOií oijeHKOii CTenenn TKaHeßbix noBpexc^eHnü. yKKBOTHbie, no^BeprHyTbie hckjho- 
HHTejibHo B03flefłCTBMio s^jiipHoro HapK03a huh KOHTpojibHoft onepaijHii H He nofl- 
EeprHyTbie HUKaxofi onepaqnn 6bum kohtpojiehbim MaTepwajiOM.

Ha ocHOBaHHH npoBe^eHHbix wccjieflOBaHnii aaTopbi oGHapyjKwjin, hto He3aBM- 
cwMO ot BO3pacTa jKWBOTHbix SKcnepnMeHTajibHbix BCJie^CTBiie yMepeHHOñ aHeMH3a- 
ijHJi KMeeT MecTO nepexo^Hiuee CKonjieHwe rjiwKoreHa e M03rv, no^oÔHoe xaK sto 
Haßjiioflajiocb Ha MaTepnajie B3pocjibix jkhbothbix. Bo3pacT xcnBOTHbix, a cae^OBa- 
Tejibiio w CTeneHb 3pejiocTW ijeHTpajibHow HepBHOw CMCTeMbi, cynjeCTBeHHbiM oöpaaoM 
BJinaeT Ha ^nHaMWKy n3MeHeHwii u jiOKajin3aunK) rjniKoreHOBbix OTjioJKeHMñ.

BbiJin Bbi,qejieHbi ABa Tuna yBejiMneHHH co^epjKaHMH rxiOKOreHa, a MMeHHo:

— ,,He3pejibiii” Tun, oGHapyjKMBaiomniiCH y 1, 2, 3-HeflejibHbix jkmbothbix, xapax- 
Tepw3yioinniicfl ocTpbiM, KpaTKOBpeMeHiibiM pocTOM ypoBHH rjiHKoreHa n ero 
B03BpaiijeHiieM k KOHTpojibHbiM BejiHHMHaM cnycTH 120 nacoB;

— ,,3pejibiii” Tun, iia6jno,ąaiomnMCH y 10-He.qejibHbix jkwbothbix, xapaKTepmyio- 
mwfiCH öojiee pacTHHyTbiM bo BpeMeHn npnpaujeHjieM ypoBHH nojincaxapwfla 
n OTcyTCTBneM ero BO3BpaineHiiH k KOHTpojibHbiM BejniHUHaM cnycTH 120 nacoB.

M3MeHeHHH y 4- u 6-He^ejibHbix jkhbothbix npe/jCTaBJiHiOT nepexoß Mexcfly 
„3pejibiM” w ,,He3pejibiM” TnnoM, npnneM oijHaKO, hto OTjniHWTejibHOïi ocoöenHCCTbio 
6-He^ejibHbix JKHBOTHbix HBjiHeTCH jjocTHîKeHiie MaKCHMajibHOro rrpiipameHHH rjiii- 
KoreHa y»e cnycTH 12 nacoB ot no^BH3KH cohhbix apTepnñ, b to BpeMU mk y Bcex 
ocTajibHbix BO3pacTHbix rpynn oho npiixoAnjio Ha 48 nac cnbiTa.

Bo Bcex rpynnax BO3pacTa, 3a ncKJHOHeHweM l-Heflcjibiibix îkkeothbix, rjinKoren 
CKanjiKBajiCH b mo3toboïî Kope. Y 1-ne^ejibHbix îKUBOTHbix otjiojkchmh nojiiicaxa- 
pn^a wMejincb noHTii iiCKjnoHHTejibHO b ôejiOM BenjecTBe w 6a3ajibHbix raHijiMHX.

SjieKTpoHHOMUKpocKonnHecKoe iiccjie^oBaHne tiosbojhijio JiOKajin3wpoBaTb otjio- 
iKeHHH npeJK^e Bcero b KJæTKax acTporjiMH, a b CTapumx EC3pacTHbix rpynnax 
KpOMe Toro b CMHancax h MejiKMx h nHor^a Gojiee KpynHbix ÆeHÆpnTax.

ABTopbi oGpamaiOT BHWMaHiie na nacToe Haxoxi^eHwe onaroB Hexpo3a b M03rax 
1- n 2-HeflejibHbix jkhbothbix. 3to HBjieniie aBTopbi CBH3biBaiOT c Heo6pa30BaB- 
uieücH k 3TOMy BpeMeHw ceTbio KOJijiaTepajibHoro KpoBOo6pameHHH, oGycjiOBJiMBaio- 
njeii y öojiee CTapbix tkhbothbix KOMnencauwo HapymeHWH KpoBOoGpaujeHKfl nocjie 
oôecTopoHHefi no^BH3Kn coHHbix apTepnñ.
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M. J. Mossakowski, A. Pronaszko-Kurczyńska, J. Korthals, A. Wrutniak

EFFECT OF MODERATE ISCHEMIA ON THE GLYCOGEN LEVEL IN BRAIN 
ACCORDING TO THE DEGREE OF MATURITY OF THE CENTRAL 

NERVOUS SYSTEM

Summary

The authors have studied the dependence of glycogen accumulation following 
moderate ischemia, on the degree of maturity of the central nervous system. The 
studies were performed on rats of both sexes, which in the age of 1, 2, 3, 4 and 6 
weeks were subjected to bilateral ligation of the common carotid arteries. The ani
mals were sacrificed after 6, 12, 24, 48 and 120 hrs following operation. The gly
cogen content in brain was assayed with biochemical methods and its tissue — 
and intracellular localization determined by means of histochemical and electron- 
-microscopic examinations. These studies were supplemented with the histological 
estimation of the degree of tissue impairment. The animals subjected exclusively 
to anesthesia or sham operation and those not subjected to any operation consti
tuted the control material.

Basing on the experiments performed the authors found that in consequence 
of moderate ischemia a transient accumulation of glycogen in brain occurs inde
pendently of the animals’age, as it was previously observed on the material from 
the adult rats. However, the age and thus the degree of maturity of the central 
nervous system, markedly effects both the dynamics of changes and localization 
of glycogen deposits.

Two types of the increase of the glycogen content in brain were distinguished: 
1) ’’immature” type, occurring in 1-, 2- and 3-weeks-old animals, characterized by 
a sharp, short-lasting increase of the glycogen level and return to the control 
values after 120 hrs; 2) ’’mature” type, occurring in 10-weeks-old animals, cha
racterized by a more stretched in time increase of the polysaccharide content and 
lack of return to the control values within 120 hrs.

The changes observed in 4-weeks- and 6-weeks-old animals constitute a tran
sition between the ’’mature” and ’’immature” type. A distinct feature of 6-week- 
-old animals is that in this group the maximal increase of the glycogen content 
is reached already within 12 hrs following operation, while in all the other groups 
it falls on the 48 th hr of the experiment.

In all the age groups but 1-week-old animals, glycogen accumulated in the ce
rebral cortex. In the latter group, the glycogen, deposits almost exclusively occurred 
in the white matter and basal ganglia.

The electron-microscopic examination allowed to localize the deposits first of 
all in the astroglial cells, and in the older groups in addition in synapses and 
small and then also bigger dendrites.

The authors emphasize a frequent appearance of necrotic foci in the brains of 
1- and 2-weeks-old animals. This phenomenon is related to the undeveloped net 
of collateral circulation, which in the older animals determines the compensation 
of circulation disturbances following bilateral ligation of the common carotid 
arteries.
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PODPISY POD RYCINY

Rye. 1. Ziarniste złogi glikogenu rozsiane w neuropilu kory mózgu z wyraź
nym zagęszczeniem dookoła naczynia. Szczur 4-tygodniowy, 48 godz. po podwią
zaniu tętnic szyjnych. PAS-dimedon. Pow. 200 X.

Fig. 1. Granular glycogen deposits within cortical neuropil. Perivascular poly
saccharide aggregation. 4 week old rat, 48 hrs following bilateral carotid ligation. 
PAS-dimedon. X 200.

Rye. 2. Złogi glikogenowe w neuropillu kory mózgu 3-tygodniowego szczura. 
Widoczne drobne skupienia ziaren glikogenu dookoła jąder astrogleju i wypełnia
jące okołonaczyniowe wypustki astrocytów. 24 godz. po podwiązaniu tętnic szyj
nych. PAS-dimedon. Pow. 100 X.

Fig. 2. Neuropil glycogen deposits within the cerebral cortex of a 3 week old 
rat, 24 hrs following carotid ligation. Small granular aggregations surrounding 
astrocytic nuclei and those filling perivascular astrocytic feet are visible. PAS-di
medon. X 100.

Rye. 3. Okołoneuronalne złogi glikogenu w korze mózgu szczura 6-tygodniowe- 
go, 12 godzin po podwiązaniu tętnic szyjnych. PAS-dimedon. Pow. 400 X.

Fig. 3. Perineuronal glycogen accumulation within the cortex of a 6-week 
old rat, 12 hrs following carotid ligation. PAS-dimedon. X 400.

Rye. 4. Złogi glikogenu wypełniające perikaria i wypustki astrocytów w ko
rze mózgu szczura 4-tygodniowego, 48 godz. po podwiązaniu tętnic szyjnych. 
PAS-dimedon. Pow. 200 X.

Fig. 4. Glycogen deposits filling astrocytic perikarya and processes within 
the cqrtex of 4 week old rat, 48 hrs following carotid ligation. PAS-dimedon. 
X 200.

Rye. 5. Nierównomiernie rozsiane złogi glikogenu w korze mózgu 2-tygodnio- 
wego szczura, 24 godz. po podwiązaniu tętnic szyjnych. PAS-dimedon. Pow. 60 X.

Fig. 5. Pachy distribution of glycogen deposits within the cortical neuropil in 
a 2 week old rat, 24 hrs following carotid ligation. PAS-dimedon. X 60.

Rye. 6. Złogi glikogenu ograniczone do gleju istoty białej u 1-tygodniowego 
szczura w 24 godz. po podwiązaniu tętnic szyjnych. Kora nie zawiera ziarnistości 
wielocukru. PAS-dimedon. Pow. 200 X.

Fig. 6. Glycogen deposits limited to the white matter astrocytes and their 
extensions in a 1 week old rat 24 hrs following carotid ligation. Cortex appa
rently free of any polysaccharide deposition. PAS-dimedon. X 200.

Rye. 7. Obfite złogi glikogenu rozsiane w istocie szarej zwojów podstawy 
u tygodniowego szczura, 48 godz. po podwiązaniu tętnic szyjnych. Pęczki istoty 
białej wolne od złogów wielocukru. PAS-dimedon. Pow. 60 X.

Fig. 7. Aboundant glycogen deposits within basal ganglia of a 1 week old rat,. 
48 hrs following carotid ligation. Striopallidal bundles free of glycogen. PAS-di
medon. X 60.

Rye. 8. Brzeg ogniska martwicy w korze mózgu 2-tygodniowego szczura z ob
fitymi złogami glikogenu, leżącymi luźno w tkance i skupionymi w cytoplazmie 
astrocytów. 120 godz. po podwiązaniu tętnic szyjnych. PAS-dimedon. Pow. 60 X.

Fig. 8. Margin of necrotic focus within the cortex of a 2 week old rat, 120 hrs 
following carotid ligation. Aboundant glycogen deposits lying free in the tissue 
and filling cytoplasm of hypertrophied astrocytes are visible. PAS-dimedon. X 60.

Rye. 9. Przynaczyniowa wypustka astrocytarna (AP) wypełniona licznymi ziar
nami glikogenu. L — światło naczynia, E — komórka śródbłonka, NP — wypustka 
nerwowa. ME. Pow. 28.000 X.

Fig. 9. Perivascular astrocytic process (AP) filled with numerous glycogen 
deposits. L — vascular lumen, E — endothelial cell, NP — process of nerve 
cell. E. M. X 28.000.

Rye. 10. Liczne ziarna glikogenu (G) rozsiane w cytoplazmie i wypustce astro- 
cytu. N — jądro, F — gliofilamenty. ME. Pow. 7.000 X.

Fig. 10. Aboundat glycogen grains (G) within astrocytic perikaryon and process. 
N — nucleus, F — gliofilaments. E. M. X 7.000.
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Ryc. 11. Ziarna glikogenu (G) w drobnej wypustce nerwowej (SNP). D — den- 
dryt. ME. Pow. 26.000 X.

Fig. 11. Glycogen grains (G) in a small nerve cell process (SNP). D — den
drite. E. M. X 26.000.

Rye. 12. Ziarna glikogenu (G) w części postsynaptyeznej synapsy (Po) i wy
pustce astrocytu (AP). ME. Pow. 32.000 X.

Fig. 12. Glycogen grains (G) in postsynaptic area (Po) and in astrocytic pro
cess (AP). E. M. X 32.000.

Rye. 13. Złogi glikogenowe (G) w dużym dendrycie (D). M — mitochondria. 
ME. PowT31.000 X.

Fig 13. Glycogen rosettes (G) in a large dendrite (D). M — mitochondrium. 
E. M. X 31.000.

Rye. 14. Złogi glikogenu (G) w cytoplazmie i wypustce (OP) oligodendrocytu 
istoty białej. N — jądro. ME. Pow. 33.000 X.

Fig. 14. Glycogen deposition (G) within perikaryon and process (OP) of the 
white matter oligodendroglial cell. N — nucleus. E. M. X 33.000.

Rye. 15. Wypustka astrocytu' wypełniona licznymi ziarnami glikogenu (G) za
wierająca wodniezki otoczone pojedynczą błoną (V). ME. Pow. 12.000 X.

Fig. 15. Astrocytic process filled with glycogen grains (G) containing single 
membrane bound vacuoles (V). E. M. X 12.000.
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