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WSTEP

Od wielu lat badania nad niedokrwieniem mozgu prowadzone byly przy
wykorzystaniu réznych modeli eksperymentalnych. Modele odwracalne;j
globalnej ischemii indukowanej poprzez: podwiazanie tetnic szyjnych
wspolnych (Pulsinelli, Brierly 1979, Kagstrom i wsp. 1984), podwiazanie
peczka sercowo-naczyniowego (Korpaczew 1 wsp. 1982, Lazarewicz 1 wsp.
1989, Pluta i wsp. 1991), czy tez wstrzykiwanie endoteliny (Fuxe i wsp. 1989)
byly wtasnie takimi probami.

Uszkodzeniom mozgu powstalym na skutek ogniskowego i globalnego
niedotlenienia towarzysza zmiany w naczyniach krwionosnych. Pomimo
rozlicznych badan nadal wiemy niewiele o zmianach zachodzacych
w Srodbtonku, blonie podstawnej czy macierzy zewnatrzkomoérkowe]
w przebiegu niedokrwienia cho¢ struktury te s kluczowymi elementami
zachodzacych wowczas procesow patofizjologicznych. Dotychczasowe
badania wykazaly, ze niedokrwienie moézgu moze doprowadzi¢ do zmian
w naczyniach kapilarnych. Zmiany patomorfologiczne w modzgu po
niedokrwieniu obserwuje si¢ w komorkach $rodbtonka naczyn kapilarnych
w postaci zwigkszonej liczby mikrokosmkow 1 wglobien w blonie
plazmatycznej komorek $rodblonkowych, nastepuje takze agregacja ptytek
krwi 1 ich przyleganie do luminalnej powierzchni §rodblonka naczyn (Petito
1979a, Hossmann 1 wsp. 1980, Pluta 1 wsp. 1991, 1994, Wester 1 wsp. 1995)

Naczynia kapilarne osrodkowego uktadu nerwowego zbudowane sg
z pojedynczej warstwy komorek s$rodblonka otoczonej od zewnatrz blong
podstawna 1 przydanka. Btony komodrek s$rodblonkowych nie zawieraja
wloknistych elementéw tacznotkankowych, natomiast w przydance naczyn
kapilarnych moga wystepowac¢ nieliczne komorki miesniowe gladkie.

W obrazie mikroskopowo-elektronowym naczyn wlosowatych ich $wiatto



wyslane jest pojedyncza warstwa plaskich komorek srdédbtonka, ktorych dluga
o$ ulozona jest réwnolegle do kierunku krwi plynace; w naczyniu.
Powierzchnia luminalna komoérek srodblonka wykazuje nieliczne uwypuklenia
1 zaglebienia. Powierzchni¢ abluminalng komoérek srédbtonkowych otacza lita
miejscami rozgaleziona blona podstawna, zbudowana z bezpostaciowe]
substancji o umiarkowanej gestosci elektronowej. W rozgalezienia blony
podstawnej wnikaja wypustki komorek srodbtonka 1 pericyty. Sasiadujace
komorki srodblonka lacza zespolenia desmosomalne, wytwarzajace tzw.
zespolenia  Sciste,  catlkowicie  nieprzepuszczalne dla  substancji
wielkoczasteczkowych 1 wysoce ograniczajace przechodzenie substancji
maloczasteczkowych. Stanowia one istotny element bariery krew-mozg. Cechg
wyrozniajaca S$rodblonki naczyn wilosowatych kory mozgowej jest brak
fenestracji.

Komorki s$roédblonka w obrazie mikroskopowo-elektronowym wykazujg
obecnos¢ typowych organelli komdrkowych. Ich duze jadra zawieraja obfitg
osmofilng heterochromatyne, zaggszczajaca si¢ na obwodzie nukleoplazmy.
W cytoplazmie  wystepuja  kanaly 1 splaszczone zbiorniki  siateczki
srédplazmatycznej ziarnistej, aparat Golgiego, réznoksztaltne lizosomy oraz
liczne mitochondria. Komérki $rédbtonka naczyn kapilarnych osrodkowego
ukladu nerwowego wyrozniaja si¢ ponadto mala zawarto$cia pecherzykow
pinocytarnych.

Dodatkowym elementem strukturalnym S$ciany naczyn sa pericyty. Sa to
komorki przynaczyniowe znajdujace si¢ migdzy listkami blony podstawne)
naczyn kapilarnych, bedace w S$cislej strukturalnej zalezno$ci z lezacymi
w sasiedztwie komoérkami $rédblonkowymi. Blona podstawna oddziela
pericyty od komoérek srodblonkowych 1 przynaczyniowych wypustek
astrocytow. Pericyty sa heterogenna populacja komorek wykazujaca

specyficznos¢ zalezng od rodzaju tkanki 1 od rodzaju naczynia (Hirshi,
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D'Amore 1996). Cytoplazmatyczne wypustki pericytow  sasiadujace
z komérkami  $rodblonkowymi dostarczaja strukturalnego rusztowania dla
naczyn kapilarnych mézgu (Balabanov, Dore-Duffy 1998). Pericyty posiadaja
receptory dla neurotransmiterow i innych substancji modulujacych takich jak:
katecholaminy (Elfont i wsp. 1989), endotelina-1 (Dehouick i wsp. 1997),
angiotensyna II (Hearly, Wilk 1993), co sugeruje, ze moga by¢ zaangazowane
w mozgowo-naczyniowa autoregulacje 1 przeplyw krwi (Sims 1991, Herman
1993, Shepro, Morel 1993).

W przestrzeni okotonaczyniowej znajduja si¢ komorki, ktore sa w kontakcie
z abluminalng powierzchnia naczyn krwionosnych, ale od komorek
srodblonkowych oddzielone pozostaja blona podstawna. Maja one wplyw na
zmiany w funkcjonowaniu komorek s$rodbtonkowych.. Do grupy tej nalezg
komérki mikroglejowe o cechach komérek fagocytarnych (Lassman i wsp.
1991), ktore uwalnia¢ moga cytokiny i enzymy proteolityczne (McGeer 1 wsp.
1993, Williams 1 wsp. 1997). Inna grupe stanowia przynaczyniowe makrofagi
(Mato 1 wsp. 1996). Znajduja si¢ one pomiedzy rozgalezieniami blony
podstawnej otaczajacej S$rodblonek (Greaber 1 wsp. 1992). Komorki te
wydzielaja proteazy degradujace macierz zewnatrzkomoérkowa (Seilhean
1 wsp. 1997, Williams 1 wsp. 1997).

Istnieje grupa komorek przynaczyniowych, ktére nie sa pericytami,
komoérkami mikroglejowymi ani makrofagami. Pelnia one role fagocytéw
w przestrzeni okolonaczyniowej mézgu (Kida i wsp. 1993). Przypuszczano, ze
niektore komoérki przynaczyniowe moga ulega¢ transformacji do komorek
mikroglejowych (Greaber 1 wsp. 1990, Streit i wsp.1989). Przypuszczenie
takie opierano na podobienstwie fenotypu komodrek przynaczyniowych
1 mikroglejowych w warunkach patologicznych. Jednak dopiero badania Kidy
1wsp. (1993) dowiodly, ze rzeczywiscie komdrki przynaczyniowe moga

migrowa¢ do parenchymy moézgowej stajac si¢ komodrkami mikroglejowymi
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lub makrofagami. Komorki przynaczyniowe w odréznieniu od pericytow nie
sa calkowicie otoczone przez blone podstawna chociaz moga by¢ w kontakcie
z blona podstawna komoérek glejowych i pericytow (Balabanov, Dore-Duffy
1998).

Oprocz wyzej wymienionych komdrek w przestrzeni okolonaczyniowe;j
moga si¢ znajdowac¢ takze mastocyty. Uwalniajac liczne aminy biogenne,
enzymy, cytokiny, tlenek azotu biorg udzial w regulacji ci$nienia tetniczego
krwi, angiogenezie, przebudowie tkankowej, w procesie wykrzepiania
wewnatrznaczyniowego (Silver 1 wsp. 1996, Gajkowska 1 wsp. 1999).

Istotnym elementem budowy naczyn kapilarnych w osrodkowym ukladzie
nerwowym jest blona podstawna. Jest to warstwa macierzy zewnatrz-
komorkowej wystgpujaca na granicy komodrek Srodblonka naczyn
krwiono$nych, otoczona prz naczyniowymi wypustkami astrocytow. Blona
podstawna jest wytworem  komoérek  $rédblonkowych,  pericytow
1 przynaczyniowych wypustek astrocytéw (Bar, Wolff 1972, Martinez-
Hernandez, Amenta 1983, Kusaka i1 wsp. 1985, Abrahamson 1986).
Zbudowana jest z materialu ziarnisto-wlokienkowatego, utozonego w trzy
warstwy (Bar, Wolff 1972, Abrahamson 1986). Pomigdzy dwiema
elektronowo-jasnymi warstwami brzeznymi znajduje si¢ elektronowo-ciemna
warstwa zbudowana z delikatnych wilokienek (Inoue 1989, Leblond, Inoue
1989, Abrahamson, Leardkamolkarn 1991). Blaszke jasna lezaca ponizej
blony plazmatycznej komoérek srodblonka tworzy, zbudowany glownie
z proteoglikandéw, glikokaliks. Polozona ponizej blaszki jasnej elektronowo-
gesta, ziarnisto-wioknista warstwa zbudowana jest z kolagenu typu IV oraz
glikoprotein takich jak fibronektyna i laminina.

Fibronektyna jest glikoproteing o masie ok. 220.000, wystepujaca przewaznie
w postaci polimeru w macierzy zewnatrzkomoérkowe;j i btonach komoérkowych.

Bierze udzial w takich zjawiskach fizjologicznych jak: przyleganie komorek,
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migracja, organizacja cytoszkieletu (Hynes 1987, Dean 1 wsp. 1991, Nagai
1wsp. 1991). Jako skladnik macierzy zewnatrzkomorkowej fibronektyna
bierze udzial w tworzeniu Srodowiska, w ktorym nastepuje rdéznicowanie
komorek (Watt 1986, Argraves 1 wsp. 1989).

Ekspresja fibronektyny ma miejsce w czasie wczesnych stadiow naprawy
tkankowej (Vartio 1 wsp. 1987).

W badaniach z uzyciem przeciwcial obecnos¢ fibronektyny stwierdzono
w rozwijajacym si¢ ukladzie nerwowym (Hatten 1 wsp.1982 Chen 1 wsp.1986).
Fibronektyna bierze tam udzial w migracji komorek pochodzacych
z grzebienia nerwowego (Sanes 1983). W ukladzie nerwowym czlowieka
fibronektyna pojawia si¢ tylko w miejscach kontaktu migdzy neuroektoderma
1 mezenchyma (Paetau 1wsp. 1980, Esiri, Morris 1991). Uwalnianie
fibronektyny ze $cian naczyn odbywa si¢ w wielu procesach patologicznych
prowadzacych do uszkodzenia bariery krew-moézg (Salahuddin i wsp. 1988,
Sokrab 1 wsp. 1989, Suzuki, Choi 1990) oraz bariery krew-rdzen kregowy
(1zuka 1 wsp. 1987, Farooque iwsp. 1992). Na przyklad obecnosé
fibronektyny w wysokich stezeniach w naczyniach i na zewnatrz naczyn
wykazano w doswiadczalnym modelu stwardnienia rozsianego (EAE) u $winki
morskiej (Sobel 1 wsp. 1988, Butter 1 wsp. 1989).

Badania in vitro wskazuja na udziat fibronektyny w procesach agregacji ptytek
krwi, gdzie sprzyja ona ich przyleganiu do $ciany naczyn krwiono$nych
(Grinnell 1 wsp. 79, Hynes, Yamada 1982).

Receptor fibronektyny jest kompleksem blonowym zlozonym z dwodch
tancuchow glikoproteinowych o, f integrynowych (Buck, Horowitz 1987).
Receptor integrynowy wiaze si¢ z fibronektyng w sposdb, ktory umozliwia
przezblonowe  polaczenie  migdzy  zewnatrzkomorkowym  ligandem
1 cytoszkieletem (Katz, Yamada 1997). Sa dwie koncepcje przenoszenia

sygnatu za posrednictwem integryn. Jedna z nich mowi, ze integryny biorg
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udzial w przenoszeniu sygnalu poprzez reorganizacj¢ cytoszkieletu, a tym
samym ksztattu komorki. Cytoplazmatyczne domeny integryn kontaktuja sie
z komponentami cytoszkieletu, natomiast miejsca przylegania komoérek do
macierzy zewnatrzkomorkowej, w czym posrednicza integryny, pomagaja jako
centra nukleacji w formowaniu cytoszkieletu (Burridge i wsp.1988). Druga
koncepcja czyni integryny odpowiedzialnymi za przenoszenie sygnalow
biochemicznych w komoérce (Juliano, Haskill 1993).

Receptory dla fibronektyny znajduja si¢ w osrodkowym i obwodowym

ukladzie nerwowym. W os$rodkowym ukladzie nerwowym receptory
integrynowe dla fibronektyny wystepuja na komorkach glejowych
1astrocytach, a nie wystgpuja na neuronach. W obwodowym ukladzie
nerwowym receptory dla fibronektyny obecne sa na komorkach glejowych i na
neuronach (Psheva i wsp. 1988).
Laminin jest inna glikoproteing bedaca istotnym elementem wigkszo$ci bton
podstawnych. Pojawia si¢ ona jako pierwsze bialko macierzy
zewnatrzkomorkowej produkowane w czasie embriogenezy na etapie stadium
dwoch komoérek (Dziadek, Timpl 1985). Odgrywa istotna role w przyleganiu
komorek, polaryzacji, rozprzestrzenianiu si¢ 1 migracji (Weber 1992).

W badaniach z uzyciem przeciwcial stwierdzono obecno$¢ lamininy
w roznych regionach zarodka, tam gdzie odbywa sie¢ wzrost aksonow,
wlaczajac migsnie (Chiu, Sanes 1984), grzbietowe 1 brzuszne korzenie nerwow
(Rogers 1 wsp. 1986), nerw wzrokowy (Mc Loon i wsp. 1988), kore mdzgowa
(Liest 1985a), hipokamp (Gordon-Weeks i wsp. 1989). Stad wniosek,
ze laminina wplywa na rozwdj zarébwno w uktadzie nerwowym osrodkowym
jak 1 obwodowym (Hunter i wsp. 1992). W moézgu laminina pojawia sie
w okresie plodowym w blonie podstawnej, co wiaze sie z dojrzewaniem
bariery krew-mézg (Butt i wsp. 1990).

Wracajac do morfologii naczyn kapilarnych nalezy podkresli¢, ze nie we
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wszystkich strukturach osrodkowego uktadu nerwowego charakteryzuja sie
one posiadaniem S$rodbtonka typu ciaglego. W okolicach, w ktorych nie
wystepuje bariera krew-mozg miedzy komérkami srodblonkowymi znajdujq
si¢ tzw. fenestracje. Sa to: nerwowa cze$¢ przysadki mozgowej, splot
naczynidwkowy, szyszynka oraz niektére ugrupowania jader podwzgorza,
a takze pole najdalsze w dnie komory czwartej. Sciana wigkszosci naczyn
kapilarnych nerwowej czesci przysadki jest cienka, a jej ksztalt jest
nieregularny. Komoarki §rodblonka spoczywaja na cienkiej blonie podstawnej
1lezacey pod mig szerokiej warstwie macierzy zewnatrzkomorkowe).
W wigkszosci naczyfn wlosowatych nerwowej czesci przysadki mozgowej
miedzy komorkami $rédblonka nie  wystepuja  zespolenia  Sciste.
W cytoplazmie komérek srodblonkowych wystepuja miejsca znacznie wezsze
1 z tego powodu lezaca pod nimi cienka btona podstawna wydaje si¢ prawie
odstonigta. W cytoplazmie komorek srodblonka wystepuja liczne rdzne
wielkosci pecherzyki pinocytarne. Fenestracje zwiekszaja przepuszczalnosé
dla czasteczek o niskim cigzarze molekularnym (Levick, Smaje 1987). Oprocz
komorek $rodbtonka i blony podstawnej $ciang naczyn buduja pericyty oraz
inne komorki przynaczyniowe.

W ostatnich latach coraz czgsciej zwraca si¢ uwagg na istotng role
srodblonka naczyn zaréwno w fizjologii jak 1 w patologii wielu procesow
chorobowych.

W mozgu srodblonek naczyn kapilarnych z powodu swego potozenia miedzy
krazaca krwia 1 parenchyma mozgowa oraz jako element bariery krew-mozg
pelni szczegolng rolg zwigzang ze stworzeniem srodowiska dla prawidlowego
funkcjonowania wszystkich elementow tkanki nerwowej bedac kluczowym
regulatorem homeostazy w osrodkowym ukladzie nerwowym. Prawidlowo
funkcjonujace komorki srodblonka utrzymuja rownowage w ukladzie

naczyniowym, a takze biora udzial w regulacji procesow takich jak:
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kurczliwos$¢ 1 rozszerzanie naczyn (Furchgott, Vanhoutte 1989), przyleganie
elementow morfotycznych krwi (Vane 1 wsp. 1990), krzepliwos¢ (Gertler,
Abbott 1992) oraz promocja wzrostu np.; komorek migsniowych w czasie
rozwoju miazdzycy naczyn (Nabel 1991).

Niezwykle istotne okazaly si¢ wspolzaleznosci migdzy komorkami
sroédblonkowymi 1 blona podstawna lub macierza zewnatrzkomoérkowa.
Interakcje komorek srdédblonkowych naczyn kapilarnych z komponentami
macierzy zewnatrzkomorkowej, sasiadujacymi komorkami, takze odpowiedz
komorek s$rodblonkowych na autokrynne i parakrynne czynniki wzrostowe
odgrywa istotng rol¢ w czasie rozwoju ukladu naczyniowego w utrzymaniu
prawidlowej struktury i funkcji kapilar. Przenoszenie takich informacji czesto
wymaga przykomoérkowej, kontrolowanej proteolizy blony podstawnej
1 macierzy zewnatrzkomoérkowej (Birkedal-Hansen 1995, Basbaum, Werb
1996). W proces proteolizy zaangazowanych ;jest wiele klas enzymow. Wérod
nich znaczna role odgrywaja metaloproteinazy. Badania ostatnich lat wykazaty
udzial metaloproteinaz w patogenezie wielu chorob zwiazanych z ukladem
nerwowym w procesach przebiegajacych z uszkodzeniem bariery krew-mozg
(Gay, Esirt 1991) np.; w czasie wewnatrzmozgowego krwawienia (Rosenberg
1wsp. 1992), ischemii, po wystapieniu zawalu mozgu (Rosenberg i wsp.
1996), a takze w przebiegu chorob zwiazanych z procesami zapalnymi takich
jak: stwardnienie rozsiane 1 eksperymentalny model stwardnienia rozsianego
(EAE) (Cuzner 1 wsp. 1996, Clements 1 wsp. 1997). Udzial metaloproteinaz
wykazano réwniez w procesach wzrostu nowotwordéw (Sreenath 1 wsp. 1992),

W wywolywaniu uszkodzen naczyn krwionosnych istotng role odgrywaja
plytki krwi, ktore odpowiedzialne sa za uwalnianie wielu substancji (Fujimoto
1 wsp. 1985). Czesto w stosowanych modelach doswiadczalnych ogniskowego
uszkodzenia mozgu nie obserwuje si¢ reakcji ze strony plytek krwi, dlatego tez

modele te nie sa przydatne w badaniach nad niedokrwieniem mozgu
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wywolanym  zatorami plytkowymi. W zwiazku z tym Watson
1 wspotpracownicy w983 roku stworzyli nowy model niedokrwienia mézgu
szczura przez zatory plytkowe. Podstawa tego modelu bylo uszkodzenie
srod wywolane przez wewnatrznaczyniowa reakcj¢ fotochemiczna,
ktora stymuluje odpowiedz ptytek krwi w naczyniach mézgu. Fotoczuly
barwnik wstrzykiwany byl dozylnie a swiatlo o dlugosci odpowiedniej dla
absorpcji barwnika wykorzystywane bylo aby naswietlic okreslony region
powierzchni mézgu. Odpowiedzia na reakcj¢ fotochemiczna bylo formowanie
zatorow ptytkowych w $wietle naczyn krwionosnych mézgu.

Badania wykazaly, ze naczynia krwionosne kory moézgowej, ktore poddane
byly dzialaniu tlenu singletowego tworzacego si¢ podczas reakcji
fotochemicznej ulegaly zaczopowaniu przez formujace si¢ agregaty ptytkowe
(Watson 1 wsp. 1985, 1988, Dietrich i wsp. 1987 a, b) skoncentrowane gtéwnie
na powierzchni oponowej mozgu (Watson i wsp. 1987). W mikroskopie
elektronowym obserwowano adhezj¢ i1 degranulacj¢ ptytek (Watson 1 wsp.
1988, Dietrich 1 wsp. 1987). Niejasna jest zalezno$¢ miedzy agregacja ptytek
krwi w naczyniach i uszkodzeniem s$rodbtonka. Wydaje si¢, ze agregacja
plytek krwi postepuje rownoczesnie ze zmianami w komorkach
srédblonkowych, a ;jej zapoczatkowanie moze pojawiac¢ si¢ bez ztluszczania
srodblonka (Povlishock 1 wsp. 1983). Istnieja ;jednakze przypuszczenia,
ze uszkodzenie $rédblonka inicjuje przyleganie ptytek krwi do Sciany naczyn
krwionosnych (Hovig i wsp. 1974). Wywotanie reakcji fotochemicznej jest
metoda, w ktorej czynnik uszkadzajacy generowany jest bezposrednio
w swietle naczyn 1 powoduje pierwotne jego uszkodzenie. Wydawato si¢ wiec
celowym zastosowanie pordwnawcze réwniez innej metody, w ktorej rozwoj
zmian naczyniowych bylby efektem wtéornym do dziatania czynnikow
uszkadzajacych.

Operacyjne  leczenie  glgbokich  uszkodzen  moézgu, tetniakow
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wewnatrzczaszkowych, zmian tetniczo-zylnych, operowanie nowotwordw
(nerwiakéw nerwu stuchowego, guzéw przysadki, oponiakéw) wymaga
odstonig¢cia tkanki mézgowej (Yasargil, Fox 1974, Rhoton 1976, Malis 1979,
Sugita 1 wsp. 1979). Zaréwno retraktory automatyczne jak i retraktory reczne
wywieraja znaczacy ucisk na powierzchnie mozgu. Ucisk powstalty w wyniku
retrakcji w czasie operacji chirurgicznych wynosi 20-40 mmHg (Andrews,
Bringas 1993). W wyniku ogniskowego ucisku na powierzchni¢ mézgu moze
powstawac lokalne uszkodzenie i miejscowe odksztatcenie tkanki méozgowej,
powodujac redukcje lub przerwanie lokalnego krazenia z ryzykiem rozwoju
ischemicznego uszkodzenia mozgu (Albin i wsp. 1977, 1980, Hongo
1 wsp.1987, Rosenorn, Diemer 1985, 1988). Retrakcja moze wigc powodowac
bezposrednie uszkodzenie tkanki mozgowej i martwice tkanki (neuronéw, ich
wypustek i/lub gleju) (Fukumachi i wsp. 1985, Rosenorn 1989, Nazarro i wsp.
1992, Sekhar 1 wsp. 1992). Dane z literatury podaja, ze uszkodzenie mozgu
w wyniku retrakcji pojawia si¢ w 10% operacji usunigcia nowotworow
podstawy czaszki 1 5% wewnatrzczaszkowych tetniakow lub operacji
usuni¢cia nowotworow moézgu (Hongo 1 wsp. 1987, Yokoh i wsp. 1987,
Rosenorn 1989).

Wykorzystanie bezinwazyjnej metody fotochemicznie indukowanej
agregacji ptytek krwi (MF), ktéra indukuje pierwotne zmiany w naczyniach
oraz metody ucisku odstonigtej powierzchni mézgu (MU), ktéra wplywa na
wtorny rozw0j zmian naczyniowych, pozwala na obserwacje dynamiki
czasowe] przebiegu zmian zwiazanych z procesem niedokrwiennym we
wszystkich elementach strukturalnych naczynia kapilarnego. Badano wplyw
ogniskowego uszkodzenia kory moézgowej w tych dwdoch modelach na
naczynia kapilarne regionow odleglych od ogniska uszkodzenia takich jak kora
mozgowa potkuli przeciwlegtej wzgledem ogniska uszkodzenia oraz nerwowa

cze$¢ przysadki mozgowe;.
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Dodatkowym uzasadnieniem dla badania wptywu ogniskowego uszkodzenia
kory mozgowej na naczynia kapilarne nerwowej czesci przysadki mozgowej
byla rowniez istotna rola naczyn przysadki w tworzeniu polaczenia miedzy
podwzgorzem 1 przysadka. Polaczenia naczyniowe stwarzaja mozliwosé
szybkiego przenikania neurohormonow z podwzgorza do cze¢sci obwodowe]
przysadki mozgowej, ;jak rowniez przenikania hormondéw przysadkowych do
wyniostosci posrodkowej 1 wyzej potozonych czesci podwzgorza.

Wybrany czas trwania eksperymentu pozwolil na obserwacje nie tylko
tworzenia si¢ uszkodzen, ale tez procesu naprawy uszkodzonego sroédblonka
naczyn kapilarnych. Uszkodzenie naczyn kapilarnych doprowadzalo do
smierct komorek S$rodblonkowych na drodze apoptozy Iub nekrozy.
Uruchomieniu procesoOw naprawczych, ktére przebiegaly badz z udzialem
sasiadujacych komorek srodblonkowych, badz z udzialem komorek
przynaczyniowych, towarzyszylo formowanie nowych naczyn kapilarnych.

W odpowiedzi na czynnik uszkadzajacy, stan zapalny lub czynniki
angiogeniczne komorki $rodblonka naczyn kapilarnych degraduja blone
podstawna, proliferuja oraz migruja do przestrzeni pozanaczyniowej biorac
udzial w formowaniu nowych naczyn (Horak 1 wsp.1992). Gesto$¢ nowo
utworzonych naczyn kapilarnych moze by¢ wskaznikiem wczesnych procesow
naprawczych. Ostatnie badania procesu angiogenezy wskazuja na mozliwos¢
jego sterowania przy wykorzystaniu izolowanych z krwi obwodowe;j
angioblastéw, ktore w hodowli przechodza proces roznicowania w komorki
srodblonkowe. Przypuszcza si¢, ze takie komorki moga by¢ uzyteczne do
indukcji  angiogenezy rowniez w patologii niedokrwiennej (Asahara
1wsp.1997). Jak wiadomo ognisko niedokrwienia mozgu obejmuje pola
o réznym stopniu uszkodzenia. Strefa graniczna zawalu stanowi obszar tkanki
czgsciowo zachowanej, ale zagrozonej narastaniem martwicy, powiekszajacej

pole zawatu. Jest to tez obszar, w ktéorym obserwuje sie¢ reakcje ze strony
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niedokrwionych, ale zachowanych naczyn i komorek. Ochrona tego obszaru
moglaby obejmowaé dziatania zmierzajace m.in. do poprawy przepltywu krwi.
Wyrodznienie faz wieloetapowego procesu angiogenezy pozwoliloby na oceng
udziatu komoérek srodbtonkowych, macierzy zewnatrzkomorkowej i komorek
przynaczyniowych w tym procesie. Dane te moga pomdc w ustaleniu

potencjalnego celu terapii angiogenicznej w niedokrwieniu mozgu.

CEL PRACY

Celem pracy bylo przesledzenie dynamiki zmian ultrastrukturalnych
w naczyniach kapilarnych mozgu towarzyszacych ogniskowym uszkodzeniom
kory w wyniku fotochemicznie indukowanej, lokalnej agregacji plytek krwi
(MF) oraz czasowego ucisku powierzchni moézgu (MU). Dwie rodzne
zastosowane metody, ktore mozna uzna¢ za modele zawalu mobzgu
wywolanego zatorem plytkowym oraz urazem mechanicznym mozgu, mialy
na celu analiz¢ zmian ultrastrukturalnych nie tylko w naczyniach kapilarnych
kory mozgowej okolic sasiadujacych z ogniskiem uszkodzenia, ale takze
okolic mo6zgu odleglych od ogniska uszkodzenia takich jak kora przeciwleglej

potkuli mézgu oraz nerwowa czg$¢ przysadki mozgowe;.
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MATERIAL I METODY

Matenat

Badania przeprowadzono na szczurach szczepu Wistar. Uzyto zwierzat
owadze 170-200g (2-2,5 miesiaca) obojga plci. Wszystkie zwierzeta
przebywaty w typowych warunkach zwierzetarni, karmione standardowa pasza
granulowana, ze swobodnym dostgpem do wody.

Do badan eksperymentalnych zwierzgta podzielono na dwie grupy:

- I-Pierwsza grupe doswiadczalng stanowily szczury poddawane
fotochemicznej indukeji zatoru plytkowego (MF) wywolujacego zmiany
ogniskowe. Zwierzetom tym wstrzykiwano czerwien bengalska
1naswietlano a materiat do badan pobierano po przezyciu 1 dma
(7 szczuréw), 4 dni (7 szczurow), 7 dni (4 szczury) i 14 dni (4 szczury).
Grup¢ kontrolna stanowily szczury, ktérym wstrzykiwano czerwien
bengalska, ale nie naswietlano, materiat pobierano po przezyciu 1, 4, 7 i 14
dni (po 2 szczury, w sumie 8 szczurow).

II-Drugg grupe doswiadczalng stanowily zwierzgta poddane czasowemu

uciskowi powierzchni mézgu (MU) indukujacemu ogniskowe uszkodzenie.

Na zwierzg¢tach wykonywano zabieg ucisku powierzchni mozgu,

a materiat do badan pobierano po przezyciu 1 dnia (7 szczuréw), 4 dm

(7 szczuréw), 7 dni (4 szczury) i 14 dni (4 szczury).

Grupg kontrolna stanowily szczury, ktorym wykonywano otwor

trepanacyjny lecz nie wykonywano zabiegu ucisku powierzchni mozgu,
material pobierano po przezyciu 1, 4, 7 i 14 dni (po 2 szczury, w sumie

8 szczuréw)

Dodatkowa grupe kontrolng dla wszystkich badan stanowily zwierzeta nie

poddawane zadnym zabiegom.
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Metoda fotochemicznie indukowanej agregacii ptvtek krwi (MF)

Szczury usypiano wodzianem chloralu wstrzykiwanym podskérnie w dawce
325mg/kg masy ciala. Do zyly podobojczykowej wstrzykiwano czerwien
bengalska w dawce 40mg/kg masy ciala (3% roztwor podstawowy
przygotowywano przez rozpuszczenie czerwieni bengalskiej w 0,9% NaCl).
Zwierzgta umieszczono w aparacie stereotaktycznym. Po przecieciu skoéry na
glowie usuwano okostng na wysokosci kosci czotowej w odleglosci 2mm
bocznie od bregma 1 2mm ku przodowi od szwu wiencowego.

Energi¢ $wietlng pochodzaca z zardwki o mocy 250 W (Osram) przenoszono
za pomocg $wiatlowodu przylozonego w potowie odleglosci miedzy bregma
alambda. Koniec $wiattowodu przylegajacy bezposrednio do czaszki
chlodzony byt woda. Czas naswietlania wynosit 30 min. Nastepnie zwierzeta
umieszczano w standardowych warunkach zwierzetarni.

Do badan pobierano fragmenty kory mézgowej z okolicy czotowe) z miejsca
znajdujacego si¢ 3 mm od ogniska uszkodzenia w lewej potkuli mézgu oraz
fragmenty kory mozgowej potkuli przeciwleglej, a takze cala nerwowa czesé

przysadki mdzgowe;j

Metoda ucisku powierzchni mézgu (MU)

Zwierzgta usypiano wodzianem chloralu tak jak w modelu fotochemicznego
uszkodzenia moézgu. Po unieruchomieniu glowy w aparacie stereotaktycznym
nawiercano otwor trepanacyjny w odleglosci 2mm bocznie od bregma i 2mm
ku przodow1 od szwu wiencowego. Nacinano opone¢ twarda i na odslonieta
powierzchni¢ kory mozgu opuszczano umieszczony w rurce szklanej ciezarek
metalowy w ksztalcie walca. Rozmiary stosowanego ci¢zarka zgodnie

z przeprowadzong wczesniej standaryzacja dawaly mozliwo$¢ uzyskiwania
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ucisku rownego 40mm Hg (wielkos¢ stosowanego ucisku byla zgodna
z opisywang w badaniach Rosenorn, Diemer 1987 oraz Andrews, Bringas
1993). Czas trwania ucisku wynosit 15min.

Do badan pobierano fragmenty kory mozgowej z okolicy czolowej z miejsca
znajdujacego 3mmm od ogniska uszkodzenia w lewej potkuli mozgu oraz
z kory mozgowej potkuli przeciwlegtej, a takze cala nerwowa czgs¢ przysadki

mozgowe).

Badania mikroskopowo-elektronowe

Zwierzgta usypiano eterem, a nastepnie u$miercano za pomoca
przezsercowe] perfuzji roztworem 2,5% aldehydu glutarowego 1 2%
paraformaldehydu w buforze kakodylanowym o pH 7.4 (0,2M kakodylan
sodu+0,2M HCI). Aby zapewni¢ odptyw plynu perfuzyjnego z lozyska
naczyniowego nacinano prawe uszko serca. Po wydobyciu mozgu z czaszki
pobierano fragmenty tkanki i utrwalano 2 godziny w temperaturze 4°C

perfuzyjnym. Nastepnie plukano trzykrotnie 0,1M buforem
kakodylanowym o pH 7.4 przez 30 min. Dodatkowo material utrwalano
wroztworze 2% czterotlenku osmu w buforze kakodylanowym przez
2 godziny. Proces odwadniania tkanki w szeregu roztworéw alkoholu
etylowego o wzrastajacym stezeniu od 30% do 99,8% poprzedzony byt
trzykrotnym plukaniem tkanki przez 30 min. w 0,1 M buforze
kakodylanowym. Odwadnianie tkanki w etanolu trwalo w sumie 40 min.
Nastepnie tkanke umieszczano kolejno w tlenku propylenu na 2 minuty,
3minuty 1 5 minut. Przed ostatecznym zatopieniem w zywicy material
przesycano mieszaning zywic z tlenkiem propylenu w stosunku 1:3 (10 min.),
1:1 (25 min.) i 3:1 (25 min.). Zywica stanowila mieszaning: E-812 (epon 812),
DDSA (dodecenyl succinic anhydride), MNA (methylnadic anhydride), DMP
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(dimethyl aminomethyl phenol).

Zatopiony material umieszczano na 1 dob¢ w temperaturze pokojowej,
a nastgpnie na 2 doby w temp. 60°C. Bloczki z zatopionym materialem
krojono na ultramikrotomie LKB NOVA (Szwecja, GOtteborg) na skrawki

grubosci ok. 600A. Skrawki nanoszono na miedziane siatki i barwiono
nasyconym roztworem wodnym octanu uranylu przez 15min. Plukano
kilkakrotnie w wodzie dwukrotnie destylowanej i1 suszono. Dobarwiano
roztworem cytrynianu otowiu przez min. w obecnosci wodorotlenku sodu.
Ponownie plukano w wodzie dwukrotnie destylowanej 1 suszono
w temperaturze  pokojowej.  Wybarwione  skrawki  byly  ocemane

w mikroskopie elektronowym JEOL 1200EX.

Badania immunocytochemiczne

Od szczuréw poddanych metodzie fotochemicznie indukowanej agregacji
ptytek krwi do badaf immunocytochemicznych pobierano tkanke kory
nerwowej czg¢sci przysadki mézgowe;.
Pobrang tkank¢ zamrazano w izopentanie chlodzonym cieklym azotem.
Zamrozong tkank¢ krojono na kriostacie firmy Reichert (Austria, Wieden) na
skrawki o grubosci okoto 7 mikrometrow. Nastgpnie tkanke umieszczong na
szkietku podstawowym nawadniano buforem fosforanowym (PBS) pH 7.3
1 inkubowano z nastgpujacymi przeciwciatami: 1)poliklonalnym przeciw-
cialem krolika skierowanym przeciw fibronektynie myszy (DAKO, Dania,
Golstrup) w rozcieficzeniu 1:300 oraz 2) poliklonalnym przeciwcialem krolika
skierowanym przeciw lamininie myszy (SIGMA, St. Louis, USA)
w rozcienczeniu 1:500. Przeciwciala rozcieficzano w PBS. Preparaty
pozostawiano na godzing w komorze wilgotnej w temperaturze pokojowe;.
Nastepnie tkanke ptukano kilkakrotnie w PBS przez 20min. oraz inkubowano

z przeciwcialem owcy skierowanym przeciwko IgG krélika sprzezonym
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zrodaming (DAKO, Dania, Golstrup) w rozcieficzeniu 1:30 przez 1 godzine.
Tkanke plukano ponownie przez 20 min. w PBS i zamykano w zelu
Gel/Mount-Biomeda (USA). Preparaty ogladano w mikroskopie

fluorescencyjnym firmy Zeiss (Niemcy, Jena) (filtr zielony-dtugos¢ fali 510-

560nm) 1 fotografowano na filmach Ilford.
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WYNIKI

1. Zmiany ultrastrukturalne w naczyniach kapilarnych kory
moézgowej w modelu fotochemicznie indukowanej agregacji
plytek krwi w poblizu ogniska uszkodzenia.

1.1 Grupa zwierzat eksperymentalnych

1.1.1 Jeden dzien po wywolaniu reakcji fotochemicznej

Cecha charakterystyczna w tej grupie do$wiadczalnej bylo wystgpowanie

zatorow ptytkowych 1 ptytkowo-krwinkowych w naczyniach kapilarnych
w tkance pobranej do badan jeden dzien po wywotaniu MF. Znaczna czgé¢
naczyn kapilarnych byla zmieniona 1 ich ksztalt ulegal deformacji (schemat
la). Powierzchnia srodbtonka tych naczyn ulegta silnemu pofatldowaniu.
Cytoplazma komoérek srodblonkowych byta elektronowo-ciemna.
W niektorych tak zmienionych naczyniach kapilarnych struktura zaréwno
srodbtonka jak i blony podstawnej i pericytow byla zatarta. Te elektronowo-
ciemne naczynia wyrdznialy si¢ na tle otaczajacych je obrzmiatych wypustek
przynaczyniowych astrocytéow. W przynaczyniowych wypustkach astrocytow
cytoplazma ulegata silnej wakuolizacji powodujac, 1z $wiatlo wigkszosci
naczyn przeksztatcito sie¢ w waska szczeling, w ktorej znajdowaly si¢ elementy
morfotyczne krwi (Fot.3,4)

W badanym materiale obecne byly rowniez naczynia kapilarne, ktore
zachowaly swoj regularny ksztalt (schemat 1b), a w ich $wietle wystepowaly
zatory plytkowo-krwinkowe (Fot.5) (schemat lc). Pozbawione ziarnistosci

ptytki krwi ierytrocyty formujace zator znajdowaly si¢ w bezpoSrednim
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kontakcie ze zmienionym $rodblonkiem o elektronowo-ciemnej cytoplazmie.
Blona podstawna otaczajaca te naczynia byla ultrastrukturalnie niezmieniona.
Przynaczyniowe wypustki astrocytow wykazywaty cechy obrzeku.
Obserwowane byly rowniez naczynia kapilarne o nieprawidlowej budowie
ultrastrukturalnej, w $wietle ktorych nie wystgpowaly zatory ptytkowe.
Cytoplazma komorek $rodblonkowych tych naczyn byla elektronowo-ciemna
i bogata w organella. Wystepowaly w niej liczne pecherzyki pinocytarne. Na
powierzchni naczyn od strony $wiatla w blonie plazmatycznej komorek
srédblonkowych pojawily si¢ liczne wglobienia i wydluzone mikrokosmki
(schemat 1b). Wydluzeniu ulegly tez polaczenia migdzy sasiadujacymi
komorkami s$rodblonka. Blona podstawna wokot tak zmienionych naczyn
kapilarnych byla pofaldowana i ogniskowo poszerzona, a jej trojwarstwowa
struktura miejscami ulegala zatarciu. Pericyty otoczone blong podstawna
posiadaly niezmieniona budowe ultrastrukturalng. Wokoél tych naczyn
kapilarnych nie obserwowano obrzeku przynaczyniowych wypustek

astrocytow (Fot.6).

(2) (b)
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(©)

Schemat 1

E-srodblonek; P-pericyt; BM-blona podstawna; A-przynaczyniowa wypustka
astrocyta; Pt-plytki krwi

1.1.2 Cztery dni po wywolaniu reakcji fotochemicznej

W s$wietle wielu naczyn kapilarnych nadal wystepowaly zatory plytkowo-
krwinkowe, a opisane powyzej zmiany ultrastrukturalne nasility sie.
W materiale pobranym do analizy mozna bylo oprocz komorek
niezmienionych morfologicznie oraz elektronowo-ciemnych o wysokiej
aktywnosci  pinocytarnej wyodrebni¢c formy morfologiczne komorek
srédblonkowych: komorki z elektronowo-jasna cytoplazma, zawierajace duza
liczbe pecherzykow pinocytarnych i krotkie mikrokosmki oraz hypertroficzne
komorki  z elektronowo-ciemna bogata w rybosomy cytoplazma, bez
aktywnosci pinocytarnej (Fot.7).

W niektorych naczyniach kapilarnych obserwowalismy zluszczanie komorek
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srodblonkowych (Fot.8) (schemat 2a). Niekiedy obserwowano odstonigcie
blony podstawnej do ktorej bezposrednio przylegaly ptytki krwi. Blona
podstawna otaczajaca naczynia kapilarne byla nieregularna. Miejscami byla
ona wyraznie poszerzona i jej trojwarstwowa struktura ulegata zatarciu.
Pomiedzy blaszkami zewngtrznymi blony podstawnej znajdowala si¢
elektronowo-ciemna substancja o ziarnistym charakterze. W miejscach
poszerzen blony podstawnej wystgpowaly elektronowo-jasne obrzmienia,
w ktorych widoczny byl kolagen (schemat 2b). Wokol wigkszosci naczyn
obserwowano liczne rozgal¢zienia blony podstawne; (Fot.8,9). Budowa

ultrastrukturalna pozostalych elementow naczyn nie wykazywala zmian.

Schemat 2

E-srodbtonek; BM-blona podstawna; P-pericyt; A-przynaczyniowa wypustka

astrocyta; Cl-kolagen
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1.1.3. Siedem dni po wywolaniu reakcji fotochemicznej

W materiale pobranym do badan z kory siedem dni po MF wigkszos$¢ naczyn
kapilarnych byta morfologicznie niezmieniona. Plaskie komorki srodblonkowe
pozbawione wydluizonych mikrokosmkow 1 licznych wglobiefi lezalty na
cienkiej, morfologicznie niezmienionej blonie podstawne;.

Na uwage zastugiwala jednak nieliczna, ale swym wygladem odbiegajaca od
dotychczas  obserwowanych, grupa naczyn kapilarnych.  Plaskie
ultrastrukturalnie niezmienione komorki $rédblonkowe spoczywaly na
pogrubialej blonie podstawnej, ktorej trojwarstwowa struktura byta miejscami
zatarta. Miedzy blaszkami zewnetrznymi btony podstawnej znajdowal si¢
elektronowo-gesty, ziarnisty materiat oraz kolagen. Kolagen wystgpowat takze
w elektronowo-jasnych obrzmieniach, ktore obejmowata blaszka zewnetrzna
blony podstawnej (Fot.10). W wielu miejscach zmienione fragmenty btony
podstawnej wpuklone byly w sasiadujace z naczyniami kapilarnymi wypustki

komorek (Fot.11).

1.1.4 Czternascie dni po wywolaniu reakcji fotochemicznej

Naczynia kapilarne w materiale pobranym do badan czternascie dni po MF
nie wykazywaly zmian morfologicznych. Zaréwno komorki srodblonkowe jak
1 blona podstawna oraz sasiadujace z naczyniami pericyty i przynaczyniowe
wypustki astrocytow morfologicznie odpowiadaly temu, co obserwowano

w materiale kontrolnym.
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1.2 Grupa zwierzat kontrolnych -po wstrzyknig¢ciu czerwieni
bengalskiej, bez naswietlania  jednym, czterech, siedmiu

i czternastu dniach

Budowa morfologiczna naczyn kapilarnych w materiale pobranym od
zwierzat I grupy kontrolnej nie odbiegata od budowy morfologicznej naczyn
kapilarnych zwierzat nie poddawanych zadnym zabiegom. Wszystkie elementy
strukturalne naczyn: komorki s$rodblonkowe, blona podstawna, pericyty,
komorki  przynaczyniowe oraz przynaczyniowe wypustki astrocytow

pozostawaly ultrastrukturalnie niezmienione.

3. Grupa zwierzat kontrolnych-zwierzeta nie poddawane zadnym
zabiegom

Srédblonek naczyn kapilarnych w materiale pobranym do badan od zwierzat
kontrolnych, nie poddawanych zadnym zabiegom, charakteryzuje si¢ prawie
gltadka powierzchnia luminalng 1 sklada si¢ z ptaskich komérek o wyraznych
granicach (Fot.1). Pomiedzy sasiadujacymi komoérkami $rédblonkowymi
wystepuja potaczenia S$ciste. Komorki srédbtonka utozone sg w $cianie
naczynia kapilarnego w ten sposob, ze ich wigksza $rednica jest réwnolegla do
dlugiej osi naczynia. Komorki $rodblonkowe tych naczyn posiadajg
elektronowo-jasna cytoplazme¢, w ktorej wystepuja nieliczne pecherzyki
pinocytarne. Komorki $rodblonkowe spoczywaja na cienkiej blonie
podstawnej o wyodrebnionej trojwarstwowej strukturze (Fot ). Blona

podstawna ulega nielicznym rozgalezieniom, otaczajac

-23 -



Schemat 3

E-srodblonek; P-pericyt; BM-blona podstawna; A-przynaczyniowa wypustka
astrocyta

catkowicie pericyty 1 czgSciowo komorki przynaczyniowe. W komorkach
przynaczyniowych wystepuje znaczna liczba ciat lizosomalnych, co $wiadczy
o tym iz pelniag one rol¢ makrofagdw. Do blony podstawnej od strony
abluminalnej naczynia kapilarnego przylegaja przynaczyniowe wypustki

astrocytow (schemat 3).
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2. Zmiany ultrastrukturalne w naczyniach kapilarnych nerwowej
cze$ci przysadki mozgowej w modelu fotochemicznie

indukowanej agregacji ptytek krwi

2.1 Grupa zwierzat eksperymentalnych

2.1.1. Jeden dzien po wywolaniu reakcji fotochemicznej

W tkance pobranej do badan :;jeden dzien po MF wszystkie naczynia
zachowaly swdj regularny ksztatt. Wiekszos$¢ naczyn kapilarnych posiadata
prawidlowa budowe ultrastrukturalng. Swiatlo niektorych naczyn bylo
calkowicie zamknigte przez uformowany zator (Fot.13) (schemat 4b).

Sporadycznie obserwowano zmiany w ultrastrukturze naczyn kapilarnych.
Srodblonek w zmienionych ultrastrukturalnie kapilarach nerwowej czesci
przysadki mozgowej byl czesto pogrubialy, a na jego powierzchni
wystepowaly wydtuzone mikrokosmki (Fot.14). Czg$¢ tych naczyn posiadala
komorki $rodbtonkowe z elektronowo-ciemna cytoplazma wypetniong
ulozonymi szeregowo pecherzykami pinocytarnymi. Bardzo czesto komorki
srodblonkowe ulegaly rozerwaniu  wzdluz tak ulozonych pecherzykéow.
Oderwane fragmenty komorek srodbtonka wypelnione byly szczatkowym,
zwakuolizowanym materialem cytoplazmatycznym (Fot.15) (schemat 4a).
Btona podstawna 1 macierz zewnatrzkomérkowa wokoét naczyn kapilarnych

zachowaly swa prawidtowa strukture.
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(a) (b)
Schemat 4
E-  srodblonek;,  P-pericyt; BM-blona  podstawna; ECM-macierz

zewnatrzkomorkowa; Pt-ptytki krwi

2.1.2 Cztery dni po wywolaniu reakcji fotochemicznej

W tej grupie doswiadczalnej oprocz naczyn kapilarnych o prawidlowej
budowie ultrastrukturalnej obserwowano rowniez naczynia wykazujace
zmiany w budowie ultrastrukturalnej. W $wietle niektorych zmienionych
naczyn wystgpowaly nadal zatory. Zator uformowany byl z erytrocytow,
monocytow 1 ptytek krwi. Cytoplazm¢ komorek srodblonkowych wypelnialty
obrzmiale mitochondria. Blona podstawna byla poszerzona, a miedzy jej
blaszkami zewngtrznymi znajdowal sie¢ jednorodny ziarnisty material.
W niektorych miejscach poszerzona blona podstawna byla wpuklona
w przylegajace do niej wypustki komorek przynaczyniowych (Fot.16).

Srodblonek licznych naczyn kapilarnych byt pogrubialy, a:jego powierzchnia
byla silnie pofaldowana (Fot.17). Pogrubialy s$rodblonek tworzyly
hypertroficzne komorki posiadajace duze jadro z zageszczona obwodowo
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chromatyna i liczne pecherzyki w cytoplazmie (schemat 5a). Na abluminalne)
powierzchm komorek srodbtonkowych wystepowaly utozone szeregowo liczne
pecherzyki pinocytarne (Fot.18). Obserwowano réwniez naczynia kapilarne,
w ktorych komorki $rodblonkowe posiadaly polaczenia S$ciste. W jasnej
cytoplazmie komorek srédblonkowych wykazujacych takie potaczenia
wystepowaly liczne pecherzyki pinocytarne, z ktorych wigkszos¢ lezata na
blonie plazmatycznej przylegajacej bezposrednio do blony podstawne;j.
Naczynia te posiadaly pogrubiala bton¢ podstawna, nietypowa dla tej okolicy
(Fot.19) (schemat 5b). W blonie tej mozna bylo miejscami wyodrebnic ;jej
trojwarstwowa strukturg. W komorkach srodbltonkowych niektérych naczyn

kapilarnych obecne byly centriole (Fot.20).

(a) (b)

Schemat 5
E-$rédblonek; P-pericyt; BM-btona podstawna, ECM-macierz

zewnatrzkomoérkowa; N-jadro komorki srodblonkowe;
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2.1.3 Siedem dni po wywolaniu reakcji fotochemicznej

W materiale pobranym do badan w tym czasie wigkszo$¢ naczyn kapilarnych
nie wykazywata zmian morfologicznych. Znaczng grupg¢ stanowily jednak
naczynia, ktorych komorki srodblonkowe posiadaty w swej cytoplazmie
centriole.

Uwage zwracaly naczynia kapilarne, posiadajace wysokie komorki
srédblonkowe, wykazujace punktowo potaczenia Sciste. Czgsto $wiatlo tych
naczyn zamykatl drobnoziarnisty material. Macierz zewnatrzkomérkowa wokot
takich naczyn zatracita swdj typowy wilokienkowaty charakter, stajac si¢
w przewazajacej czesci jednorodng ziarnista, elektronowo-gesta substancja
(Fot.21).

Szczegolnie interesujace byly naczynia kapilarne, ktore jak sie wydaje braly
udzial w procesie formowania nowych naczyn (angi eneza). Na Fot. 22a
122b znajduja si¢ naczynia, ktére cechuje obecnos¢ ciaglego srddblonka.
Macierz zewnatrzkomérkowa wypelniajaca przestrzen migdzy tymi
naczyniami tworzy w przewazajacej czesci ziarnista, jednorodna substancja,
zawierajaca nieliczne widkienka kolagenowe. Pomiedzy tymi naczyniami leza
naczynia kapilarne, ktérych swiatto wypelnia jednorodna substancja podobna
w swej strukturze do macierzy zewnatrzkomdrkowej, otaczajacej wszystkie
trzy naczynia. Komorki srodbtonkowe centralnie lezacych naczyn sg wysokie
1 wykazuja punktowo potaczenia $ciste, a ich cytoplazma rézni sie gestoscia
elektronowa 1 zawiera nieliczne pecherzyki pinocytarne. W macierzy
zewnatrzkomoérkowej znajdujg sie tez pojedyncze komorki, ktore tacza sie ze
soba wnikajac pomiedzy wypustki aksonow. Pojedyncze migrujace komorki
srédbtonkowe sa tez potaczone z wypustkami komérek przynaczyniowych.

Obserwowano tez naczynia kapilarne, ktére nosity cechy dwoch odmiennych

typow morfologicznych naczyn. Na Fot.23 przedstawiony jest przykiad
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takiego polaczenia. Jedno z naczyn kapilarnych posiada wysokie, nietypowe
dla tej okolicy komdrki $rédblonkowe, $Scisle ze soba polaczone,
o elektronowo-jasnej cytoplazmie. Pomigdzy komorkami $rédblonkowymi
tego naczynia znajduje si¢ fragment komorki §rodblonkowej, o ciemniejsze;j
cytoplazmie. Komoérka ta wydaje si¢ naleze¢ do naczynia przylegajacego.
Posiada cytoplazmg bogatsza w pecherzyki pinocytarne. Otaczajaca naczynia
macierz zewnatrzkomorkowa zawiera gltéwnie widkienkowaty kolagenowy
material. Cechy morfologiczne naczyn obserwowane w tej grupie
doswiadczalnej sa typowe dla poszczegdélnych etapow formowania nowych

naczyn .

2.1.4 Czternascie dni po wywolaniu reakcji fotochemicznej

W tym czasie naczynia kapilarne nerwowej czg¢sci przysadki posiadaty typowa

dla tej okolicy prawidtowa budowg morfologiczna.

2.2. Grupa zwierzat kontrolnych-po wstrzyknigciu czerwieni
bengalskiej, bez naswietlani  jednym, czterech , siedmiu

i czternastu dniach

Budowa ultrastrukturalna wszystkich elementéw strukturalnych naczyn
kapilarnych nerwowej czgsci przysadki moézgowej I grupy kontrolnej nie
odbiegata od budowy morfologicznej ultrastrukturalnie niezmienionych
naczyn kapilarnych nerwowej czgséci przysadki moézgowej przedstawionych

w pkt. 2.3.
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2.3 Grupa zwierzat kontrolnych nie poddawanych zadnym zabiegom.

Komorki srodblonka typu okienkowatego spoczywaja na cienkiej blonie
podstawnej nie wykazujacej warstwowosci. Miedzy komorkami $rodbtonka
nie wystepuja zespolenia $ciste. Nieregularnej grubosci komorki srodblonka
miejscami ulegaja silnemu zwezeniu (600-800A). W ich cytoplazmie oprocz
organelli komorkowych wystepuja liczne pecherzyki pinocytarne. Szeroka
warstwa macierzy zewnatrzkomorkowej pod btona podstawna jest cecha
charakterystyczng dla wszystkich naczyn kapilarnych nerwowej czgsc
przysadki mézgowej (Fot.12). W macierzy zewnatrzkomorkowe) otaczajace]
naczynia obecne sa liczne wilokienka kolagenowe oraz komorki

przynaczyniowe 1 pericyty (schemat 6).

Schemat 6

E-srodbtonek;  P-pericyt; BM-blona  podstawna; ECM-  macierz
zewnatrzkomorkowa
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3. Zmiany ultrastrukturalne w naczyniach kapilarnych kory
mozgowej w modelu mechanicznego urazu mézgu w poblizu
ogniska uszkodzenia

3.1 Grupa zwierzat eksperymentalnych

3.1.1 Jeden dzien po zastosowaniu metody ucisku

W materiale pobranym jeden dzien po zastosowaniu MU w $wietle naczyn
kapilarnych wystepowaty zatory uformowane z plytek krwi 1 monocytdw.
Elementy zatoru znajdowaty si¢ w bezposrednim kontakcie ze $ciana naczynia
kapilarnego. Na powierzchni komorek srodblonka pojawily si¢ wydluzone
mikrokosmki 1 wglobienia. W elektronowo-jasnej cytoplazmie tych komdrek
znajdowaly si¢ niezmienione ultrastrukturalnie organella i pecherzyki
pimocytarne. Naczynia takie otoczone byly miejscami nieznacznie poszerzona
btona podstawna, ktorej trojwarstwowa struktura ulegala przewaznie zatarciu
(Fot.24). W niektorych naczyniach migdzy blaszkami zewngtrznymi blony
podstawnej wystepowaly masywne pasma kolagenu. Wiokienka kolagenowe,
posiadajace wyrazne poprzeczne prazkowanie, wypelnialy cala przestrzen
migdzy blaszkami zewnetrznymi btony podstawnej (Fot.25) (schemat 7).

Przynaczyniowe wypustki astrocytdw oraz pozostate elementy komodrkowe

neuropilu wykazywaly prawidtowa budowe ultrastrukturalna.
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Schemat 7

E-$rodbtonek; BM-blona podstawna; A-przynaczyniowa wypustka astrocyta;

Cl-kolagen

3.1.2 Cztery dni po zastosowaniu metody ucisku

Cztery dni po =zastosowaniu MU w wielu naczyniach Kkapilarnych
w pobranym przez nas materiale nadal wystgpowaly zatory przylegajace do
sciany naczynia. Zmiany w komorkach srédblonkowych poglebily sie. Na ich
powierzchni liczniej wystepowaty wydtuzone mikrokosmki, zwigkszyla sie tez
liczba wglobien w blonie plazmatycznej komorek $rodbtonkowych.
Cytoplazma wigkszosci naczyn kapilarnych, czesto ulegajaca wakuolizacji,
bogata w rybosomy, zawierala tez obrzmiale organella komorkowe 1 liczne
pecherzyki pinocytarne. W cytoplazmie wielu komorek sroédblonkowych
wystepowaly centriole (Fot 26).

Zmiany pojawialy si¢ takze w pericytach. W wielu naczyniach cytoplazma

pericytow byta rozrzedzona 1 silnie zwakuolizowana, a lezace w niej organella
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byly obrzmiate (Fot Obecne byly takze pericyty o cechach
morfologicznych makrofagow (Fot.28). Blona podstawna otaczajaca
wiekszo$§¢ naczyn byla pogrubiala. Dotyczytlo to takze naczyn, ktorych
komorki srédblonkowe wydawaly sie ultrastrukturalnie niezmienione. W wielu
miejscach blona podstawna zatracila swa trjwarstwowa strukture stajac sig
elektronowo-ciemng warstwa o raczej ziarnistym charakterze. W niektérych
miejscach zatarciu ulegly tez blaszki zewngtrzne blony podstawnej. Blona
podstawna wokot wielu naczyn posiadata obrzmiate przejasnienia, w ktorych
znajdowal sie kolagen (Fot.28) (schemat 8b). Cecha charakterystyczng
wigkszosci naczyn kapilarnych byly liczne rozgalgzienia blony podstawne;,
ktore obejmowaty nie tylko wypustki pericytow, ale rowniez przylegajace do
naczynia wypustki astrocytow. Istotna cechg byt obrzgk wszystkich wypustek,
ktore obejmowala btona podstawna. Komorki s$rédbtonkowe w  takich
naczyniach byly przewaznie ultrastrukturalnie niezmienione (Fot. 9).
W niektorych naczyniach kapilarnych blona podstawna wnikata do
przynaczyniowej wypustki astrocyta (Fot.30) (schemat 8a). W tym czasie
cechg charakterystyczng okolicy okotonaczyniowej byl obrzgk wypustek
przynaczyniowych astrocytow, takze tych, ktére obejmowata blona podstawna.
Obrzmieniu ulegly réwniez wypustki prz aczyniowe tych astrocytow,
ktorych komorki srodblonkowe wydawaty sie ultrastrukturalnie niezmienione.
Cechy obrzgku obserwowano wokdét wszystkich naczyn kapilarnych

w materiale pobranym cztery doby po zastosowaniu MU.
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(a) (b)

Schemat 8

E-$rodblonek; P-pericyt; BM-blona podstawna; A-przynaczyniowa wypustka
astrocyta; Pt-ptytki krwi

3.1.3 Siedem dni po zastosowaniu metody ucisku

Naczynia kapilarne byly w wigkszosci ultrastrukturalnie niezmienione,
jednakze wystepowala grupa naczyn, w ktérych obserwowano zmiany
w blonie podstawnej. W naczyniach tych ultrastrukturalnie niezmienione
komorki $rodblonkowe lezaly na poszerzonej, rozgaltezionej 1 uformowanej na
ksztalt sieci blonie podstawnej. Poszerzona btona podstawna posiadata
elektronowo-jasne obrzmienia, w ktérych wystgpowal kolagen otoczony
blaszkami zewnetrznymi. W okach sieci zatopione byly wypustki pericytéw
i przynaczyniowe wypustki astrocytow (Fot.31).

Bardzo nieliczng grupe stanowily naczynia kapilarne, ktérych
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charakterystyczna cecha bylo zwezone $wiatlo, a takze wysoki, postrzg¢piony
érodblonek z wydhuzonymi mikrokosmkami oraz obecnos¢ $cistych polfaczen
miedzy sasiadujacymi komorkami srodbtonkowymi. Blona podstawna wokot
takich naczyn byla morfologicznie niezmieniona (Fot.32) (schemat 9a).
Wystepowaly tez naczynia kapilarne o ultrastrukturalnie zmienionym
srodblonku z cechami apoptozy i1 ogniskowo nieznacznie poszerzonej btonie
podstawnej, ktére otoczone byly $cis$le wypustkami komorek o cechach
morfologicznych fagocytow mézgowych. Komorki te wypetniata elektronowo-
gesta, bogata wrybosomy 1 wldkienka cytoplazma, w ktorej licznie
wystepowaly kule lipitdowe. Wypustki tych komorek nie byly otoczone blong
podstawna. W poblizu tych naczyn obecne byly takze komoérki mikrogleju
(Fot33). Nietypowa grup¢ stanowily w tym materiale naczynia z zatorami
krwinkowo-plytkowymi o niezmienionych ultrastrukturalnie komorkach
srodblonkowych, otoczone poszerzona, miejscami rozgaleziong blong
podstawna, ktora obejmowata wtdékna nerwowe (Fot.34, Fot.35) (schemat 9b).
W miejscach poszerzen zatarta byla trojwarstwowa struktura blony
podstawnej. Blona podstawna otaczajaca tak zmienione naczynia wnikata
w wielu miejscach do przynaczyniowych wypustek astrocytow. Wigkszo$¢
wypustek przynaczyniowych astrocytow oraz otaczajacy neuropil byly

ultrastrukturalnie niezmienione.
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(a) (b)

Schemat 9

E-srodblonek; P-pericyt; BM-blona podstawna; A-przynaczyniowa wypustka

astrocyta; WN-wtokno nerwowe

3.1.4 Czternascie dni po zastosowaniu metody ucisku

Naczynia kapilarne kory mozgowej byly w wigkszosci ultrastrukturalnie
niezmienione. Tylko nieliczna grupa naczyn wyrdzniala si¢ zmianami
morfologicznymi. Cechg charakterystyczna tej grupy naczyn byla,
potwierdzona obserwacja na wielu seryjnych skrawkach, ;jednokomorkowa
budowa $ciany obserwowana w wielu przekrojach poprzecznych. Sciang
naczynia tworzyla jedna komorka srodblonkowa, ktora lezala na cienkiej
btonie podstawnej. Blona ta, nieznacznie pogrubiala na niewielkim odcinku,

wnikata w wielu miejscach do przynaczyniowej wypustki astrocyta (Fot.36).
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3.2. Grupa zwierzat kontrolnych wykonanie otworu trepanacyjnego
bez zastosowania ucisku po jednym, czterech, siedmiu
i czternastu dniach

Naczynia kapilarne w materiale pobranym od zwierzat po wykonaniu jedynie
otworu trepanacyjnego, bez wykonania MU pozostaly ultrastrukturalnie
niezmienione. Wszystkie elementy strukturalne tych naczyn posiadaly budowg
ultrastrukturalng podobna do budowy naczyn kapilarnych zwierzat mie

poddawanych zadnym zabiegom i opisanych w pkt. 1.3.

3.3 Grupa zwierzat kontrolnych-zwierzeta nie poddawane zadnym

zabiegom

Budowa ultrastrukturalna naczyn kapilarnych w tkance pobranej od zwierzat
nie poddawanych zadnym zabiegom byta prawidlowa i nie odbiegala od

opisanej w pkt.1.3
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4. Zmiany ultrastrukturalne w naczyniach kapilarnych nerwowej
czeSci przysadki mézgowej w modelu mechanicznego urazu

mozgu

4.1 Grupa zwierzat eksperymentalnych

4.1.1 Jeden dzien po zastosowaniu metody ucisku

Wiekszo$¢ naczyn kapilarnych w nerwowej czgéci przysadki mozgowe)
posiadata prawidlowa budowg ultrastrukturalna. Sporadycznie w $wietle
niektorych naczyn kapilarnych wystepowaly zatory ptytkowe (Fot.37). Plytki
krwi, ktére znajdowaty si¢ w bezposrednim kontakcie ze srédblonkiem naczyn
niekiedy pozbawione byly ziarnistosci. W niektorych zmienionych
ultrastrukturalnie naczyniach kapilarnych srodbtonek byt pogrubiaty. W:jasne;j,
bogatej w rybosomy cytoplazmie takich komorek srodbtonkowych znajdowato
sie duze, nieregularnego ksztattu jadro (Fot.38). Niektéore komorki
srédbtonkowe posiadaty rozrzedzong i elektronowo-jasng cytoplazme,
wypeltniona wakuolami i pecherzykami réznej wielkosci.

W niektorych naczyniach obok komdrek o tak rozrzedzonej cytoplazmie
wystepowaly tez komorki srédbtonkowe o elektronowo-ciemnej cytoplazmie.
Cytoplazme¢ tych komorek wypelnialy liczne pecherzyki pinocytarne.
Powierzchnia elektronowo-ciemnych komorek srodblonkowych byla silnie
pofatdowana, a krétkie, platowate fragmenty cytoplazmy skierowane byty do
$wiatta naczynia. Komorki te prezentowaly niektére cechy typowe dla
komorek apoptotycznych (Fot.39, Fot.40).

W niektorych naczyniach kapilarnych oprocz komorek ultrastrukturalnie

niezmienionych oraz komorek o elektronowo-ciemnej] cytoplazmie
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wystepowaly komorki $rodblonkowe, ktorych btona plazmatyczna od strony
luminalnej naczynia ulegta rozerwaniu. Z cytoplazmy takich komorek uwalniat
sie zwakuolizowany material cytoplazamatyczny pozbawiony organelli
komorkowych (Fot.40) (schemat 10). Naczynia te otaczala cienka blona
podstawna.

Macierz zewnatrzkomorkowa bogata w widkienka kolagenowe pozostala
niezmieniona ultrastrukturalnie, podobnie jak pericyty 1 komorki
przynaczyniowe oraz wypustki pituicytow towarzyszace tak zmienionym

naczyniom (Fot.40).

Schemat 10
E-srodblonek; BM-btona podstawna; P-pericyt; ECM-macierz zewnatrz-

komorkowa

4.1.2 Cztery dni po zastosowaniu metody ucisku

W tej grupie doswiadczalnej poza ultrastrukturalnie niezmienionymi
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naczyniami kapilarnymi cze$ciej niz w poprzedniej grupie obserwowano
zmienione ultrastrukturalnie naczynia kapilarne. W $wietle niektorych naczyn
kapilarnych nadal wystgpowaly zatory uformowane z elementow
morfotycznych krwi. Czesto byty to erytrocyty, ktére bezposrednio stykaty sig
z powierzchnig komorek srodbtonkowych.

W niektorych miejscach komorki $rodblonkowe pozbawione byly blony
plazmatycznej 1 erytrocyty bezposrednio przylegaly do uszkodzone;
powierzchni. Naczynia kapilarne otaczata cienka, ale wyraznie zarysowana
blona podstawna. Charakterystyczny byl niewielki obrzek wypustek glejowych
(pituicytow) oraz aksonow przylegajacych do Sciany naczynia (Fot.41).

Srodblonek wiekszosci zmienionych naczyn kapilarnych wypetniaty liczne
pecherzyki, czesto ulozone wzdluz blony plazmatycznej przylegajacej do
blony podstawnej (Fo 2). Tylko nieliczne naczynia otaczala poszerzona,
nietypowa dla tej okolicy blona podstawna. Pomigdzy :jej blaszkami
zewnetrznymi znajdowata si¢ homogenna elektronowo-ciemna substancja.

Naczynia o poszerzonej blonie podstawnej cechowala obecnos$¢ ciaglego
srodblonka. Plaskie komorki srodblonkowe wykazujace potaczenia Sciste
posiadaly gladka, pozbawiong wgtobiefi i mikrokosmkéow powierzchnig.
W jasnej cytoplazmie znajdowaly si¢ nieliczne pecherzyki (schemat 11).
Wokét takich naczyn niewidoczna byla macierz zewnatrzkomorkowa
natomiast otaczaty ;je fibroblasty (Fot. 3).

W tej grupie doswiadczalnej wystgpowaly naczynia kapilarne, w ktérych
obserwowano proces naprawy srodblonka. Na Fot.44 $ciang naczynia
kapilarnego tworza komorki srédblonkowe o elektronowo-jasnej cytoplazmie.
Pomigdzy takimi komoérkami lezy komorka o elektronowo-gestej cytoplazmie,
rézniaca si¢ morfologicznie od sasiadujacych komorek. Podczas gdy, na
powierzchni luminalnej naczynia komorka ta laczy si¢ z sasiadujacymi

komoérkami $rodblonkowymi, to :jej cze$¢ abluminalna znajduje sie,
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w wypelnionej w przewazajacej czeSci ziarnistym racze) niz wioknistym
materialem, macierzy zewnatrzkomorkowej. Wydaje si¢ iz wystgpuje tu proces
naprawy uszkodzonego s$rodblonka przebiegajacy z udzialem komorki

przynaczyniowe;j.

Schemat 11
E-$rodbtonek; P-pericyt; BM-btona podstawna; ECM-macierz zewnatrz-

komorkowa

4.1.3 Siedem dni po zastosowaniu metody ucisku.

W materiale pobranym do badan siedem dni po zastosowaniu MU nadal
czes¢ naczyn kapilarnych byla morfologicznie zmieniona. Komorki
srodblonkowe niektorych naczyn posiadaly rozrzedzona cytoplazme, w ktore;j
znajdowaty sie¢ liczne pecherzyki ulozone wzdluz abluminalnej blony
plazmatycznej oraz nieregularne wakule (Fot.45). Srodblonek znacznej czgsci
zmienionych ultrastrukturalnie naczyn kapilarnych byl pogrubiaty 1 wysoki,
skierowany do $wiatla naczynia (schemat 12). W cytoplazmie takich komorek

znajdowalo si¢ nieregularne duze jadro 1 organella komorkowe.
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Komorki $rédblonkowe wykazywaly punktowo polaczenia Sciste. Naczynia
takie otaczala cienka blona podstawna. Cechy obrzgku obserwowano
w sasiadujacych z naczyniami kapilarnymi pituicytach oraz wypustkach
aksonow (Fot.45, Fot.46). Pozostale elementy strukturalne $ciany naczynia
pozostawaly ultrastrukturalnie niezmienione.

Najliczniejsza ~ grupe  naczyn  stanowily jednak  niezmienione

ultrastrukturalnie naczynia kapilarne.

TJ

Schemat 12
E-srodblonek; P-pericyt; BM-btona podstawna; ECM-macierz

zewnatrzkomorkowa; TJ-polaczenia Sciste

4.1.4 Czternascie dni po zastosowaniu metody ucisku

Wiekszos¢ naczyn kapilarnych w materiale pobranym do badan czternascie
dni po zastosowaniu MU byla ultrastrukturalnie niezmieniona.

Obserwowano réwniez naczynia, ktore cechowala obecnos¢ wysokich
komoérek srodblonkowych 1 obecno$¢ szerokiej warstwy  ziarniste),

bezwlokienkowej  macierzy  zewnatrzkomorkowej  (Fot.47).  Cechy
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morfologiczne wskazuja iz moga to by¢ nowo uformowane naczynia.

4.2. Grupa zwierzat kontrolnych- wykonanie otworu trepanacyjnego
bez zastosowania ucisku po jednym, czterech, siedmiu

i czternastu dniach

Budowa ultrastrukturalna naczyn kapilarnych nerwowej czgs$ci przysadki
mozgowe] w materiale pobranym od zwierzat grupy kontrolnej- nie
poddawanych uciskowi byla niezmieniona w porownaniu z budowa
ultrastrukturalna naczyn kapilarnych nerwowej czg¢sci przysadki moézgowe]
opisang w pkt. 2.3. Wszystkie elementy strukturalne naczyn kapilarnych

zachowaly swa prawidtowa morfologie ultrastrukturalna.

4.3 Grupa zwierzat kontrolnych-zwierz¢ta nie poddane zadnym

zabiegom

Budowa morfologiczna naczyn kapilarnych nerwowej czgsci przysadki
mozgowej w tkance pobranej od zwierzat nie poddawanych zadnym zabiegom

byla niezmieniona w poréwnaniu z opisang w pkt.2.3.
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5. Zmiany ultrastrukturalne w naczyniach kapilarnych kory
mozgowej potkuli przeciwlegtej do ogniska uszkodzenia

w modelu fotochemicznie indukowanej agregacji ptytek krwi

5.1. Grupa zwierzat eksperymentalnych cztery, siedem

i czternascie dni po wywoltaniu reakcji fotochemicznej.

Wiekszos¢ naczyn kapilarnych w badanym materiale nie wykazywata zmian
ultrastrukturalnych. Jedynie pojedyncze naczynia kapilarne swa budowa
morfologiczna réznity si¢ od naczyn kapilarnych obserwowanych u zwierzat
kontrolnych.

Jeden dzien po MF wsrod ultrastrukturalnie niezmienionych naczyn, ksztatt
niektorych naczyn kapilarnych ulegl deformacji, a ich $wiatlo przeksztalcito
si¢ w waska szczeling. Cecha charakterystyczna byla silna wakuolizacja
przynaczyniowych wypustek astrocytow, ktére przylegaty do zdeformowanych
naczyn (Fot. 48). Komorki srodblonkowe oraz pericyty tak zmienionych
naczyn kapilarnych wypetnione byly elektronowo-gesta cytoplazma, w ktore;
trudno bylo rozrézni¢ organella komorkowe. W takich naczyniach zatarciu
ulegala rowniez struktura blony podstawne;.

Cztery dni po MF zmiany ultrastrukturalne naczyn kapilarnych
obserwowano réwniez jedynie sporadycznie. Wiekszo$¢ obserwowanych
naczyn pozostala ultrastrukturalnie niezmieniona. Niektore zmienione
ultrastrukturalnie naczynia kapilarne posiadaly komorki s$rédblonkowe,
w ktorych wystepowaly pecherzyki pinocytarne ulozone wzdluz blony
plazmatycznej na luminalnej ich powierzchni oraz liczne mikrokosmki

1 wglobienia w blonie plazmatycznej. Wokoét tych naczyn kapilarnych
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trojwarstwowa struktura blony podstawnej ogniskowo ulegala zatarciu,
pogrubieniu i zwielokrotnieniu (Fot.49). Budowa ultrastrukturalna pericytow
i przynaczyniowych wypustek astrocytow w wigkszosci kapilar pozostawata
niezmieniona.

W materiale badanym siedem i czternascie dni po MF nie obserwowano

zmian w budowie ultrastrukturalnej naczyn kapilarnych.

5.2 Grupa zwierzat kontrolnych-po wstrzyknigciu czerwienti
bengalskiej bez naswietlania po jednym, czterech , siedmiu

i czternastu dniach

Budowa morfologiczna ultrastrukturalna naczyn kapilarnych grupy
kontrolnej nie odbiegala od budowy ultrastrukturalnej naczyn kapilarnych
zwierzat nie poddawanych zadnym zabiegom 1 opisanej w pkt. 1.3. Komorki
srodblonkowe, btona podstawna, pericyty, komorki przynaczyniowe oraz
przynaczyniowe  wypustki  astrocytow  pozostaly  ultrastrukturalnie

niezmienione.

6. Zmiany ultrastrukturalne w naczyniach kapilarnych kory
maézgowej potkuli przeciwleglej do ogniska uszkodzenia

w modelu mechanicznego urazu mozgu.

6.1 Grupa zwierzat eksperymentalnych jeden, cztery, siedem

i czternascie dni po zastosowaniu metody ucisku.
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Jeden dzien po zastosowaniu MU w badanym materiale nie obserwowano
ultrastrukturalnie zmienionych naczyn kapilarnych.

Cztery dni po indukcji uszkodzen wigksza czgs¢ naczyn kapilarnych
pozostata ultrastrukturalnie niezmieniona. Sporadycznie ;jedynie wystepowaty
naczynia o zmienionej budowie ultrastrukturalnej, ktore cechowato
pofaldowanie powierzchni komorek srodblonkowych 1obrzmiate organella
komodrkowe. Blona podstawna otaczajaca tak zmienione naczynia kapilarne
byla miejscami rozgaleziona i otaczata wypustki komorek o elektronowo-
ciemnej cytoplazmie 1niewyraznej budowie ultrastrukturalnej (Fot.50).
Pericyty pozostawaty ultrastrukturalnie niezmienione.

Cecha charakterystyczng zmienionych ultrastrukturalnie naczyn kapilarnych
byt obrzgk przynaczyniowych wypustek astrocytow.

Siedem 1 czternascie dni po zastosowaniu MU w badanym materiale nie

obserwowano zmienionych ultrastrukturalnie naczyn kapilarnych.

6.2 Grupa zwierzat kontrolnych wykonanie otworu trepanacyjnego
bez wykonywania ucisku po jednym, czterech, siedmiu

i czternastu dniach

W materiale kontrolnym naczynia kapilarne pozostaly morfologicznie
niezmienione. Budowa ultrastrukturalna komorek srodbtonkowych, blony
podstawnej, pericytow, komoérek przynaczyniowych oraz przynaczyniowych
wypustek astrocytow nie roznita sie od budowy ultrastrukturalnej naczyn
kapilarnych zwierzat nie poddawanych zadnym zabiegom 1 byla podobna do

budowy ultrastrukturalnej naczyn kapilarnych opisanych w pkt. 1.3.
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7. Immunofluorescencyjne badanie obecnosci fibronektyny

i lamininy po wywotaniu reakcji fotochemicznej

7.1. Fibronektyna

W materiale kontrolnym pobranym z kory moézgowe] 1 nerwowej czgsci
przysadki mézgowej fibronektyna wystgpowata w formie pierScienia wokot
naczyn krwiono$nych zaréwno naczyn kapilarnych jak 1 naczyn o wigkszym
przekroju. Lokalizacja fibronektyny odpowiadala okolicy wokét naczyn
prawdopodobnie migdzy $wiattem naczynia, a blong podstawna.

W materiale pobranym z kory mozgowej nie obserwowano obecnosci
fibronektyny w neuropilu, natomiast w nerwowej czg¢sci przysadki moézgowe;j
obecno$¢ fibronektyny objawiala si¢ w postaci sieci gesto utozonych
wlokienek w macierzy zewnatrzkomorkowej (Fot.5 Fot ).

W naczyniach kapilarnych kory moézgowej w poblizu ogniska uszkodzenia
oraz naczyniach kapilarnych nerwowej czgsci przysadki mozgowe) 1los¢
fibronektyny zwigkszala si¢ pierwszego, czwartego 1 siddmego dnia po
wywolaniu reakcji fotochemicznej. Pierscien wokot naczyn ulegal poszerzeniu
zaréwno wokoét naczyn kory mozgowej (Fot.52, Fot.53, Fot.54) jak 1 nerwowe]
czesci przysadki (Fot.57, Fot.58, Fot.59). Dopiero po czternastu dniach
grubo$¢ pierscienia fibronektyny wokol naczyn wracala do normy (Fot.55,
Fot.60). Byla ona podobna do obserwowanej w materiale kontrolnym
pobranym z kory mézgowej oraz nerwowej czgsci przysadki mozgowe;.
Pierwszego, czwartego 1 siédmego dnia eksperymentu fibronektyna
w macierzy zewnatrzkomorkowej w materiale pobranym do badan z nerwowej
czesci przysadki mézgowe) zanikala. Sie¢ widkienek ponownie pojawiata sig
po czternastu dniach osiagajac poziom poréwnywalny z obserwowanym

w materiale kontrolnym.
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W korze mozgowej pdtkuli przeciwleglej do ogniska uszkodzenia obecnos¢
fibronektyny wokdét wigkszosci naczyn kapilarnych nie zmieniala sig
w poréwnaniu ze stanem obserwowanym w materiale kontrolnym. Jedynie
sporadycznie wokot niektorych naczyn kapilarnych obserwowano zwigkszenie

obecnosci fibronektyny po pierwszym i czwartym dniu eksperymentu (Fot.71).

7. 2. Laminina

W materiale kontrolnym pobranym z kory i nerwowej czesci przysadki
mozgowej obecno$¢ lamininy stwierdzano w formie pierscienia wokoét naczyn
krwionosnych. Pozanaczyniowo obecnos¢ lamininy obserwowano w nerwowe;j
czesci przysadki w macierzy zewnatrzkomoérkowej jako sie¢ wypelniajaca
przestrzenie migdzykomorkowe (Fot.61, Fot.66 ).

Wokét naczyn w materiale pobranym do badan z kory mézgowej w poblizu
ogniska uszkodzenia obserwowano zwigkszenie grubosci pierScienia lamininy
pierwszego i czwartego dnia po MF (Fot.62, Fot.63). Poczawszy od siodmego
az do czternastego dnia obecno$¢ lamininy zblizala si¢ do poziomu
obserwowanego w materiale kontrolnym (Fot.64, Fot.65). Objawiato si¢ to
zmniejszeniem grubosci pier§cienia lamininy wokot naczyn kapilarnych.

W materiale pobranym do badan z nerwowej czg¢$ci przysadki mézgowej od
pierwszego do czternastego dnia po MF grubos¢ pierscienia lamininy wokot
naczyn kapilarnych nie ulegala zmianie w porownaniu z kontrola (Fot.67,
Fot.68, Fot.69, Fot.70).

W badanej tkance pobranej z kory mozgowej pétkuli przeciwlegle; do ogniska
uszkodzenia nie obserwowano zmian grubo$ci pierscienia lamininy wokot
kapilar po MF (Fot.72).

Badano grubos¢ pierscienia fibronektyny i lamininy w naczyniach kapilarnych

na 5 odbitkach fotograficznych z grupy kontrolne; 1 kazdej grupy
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doswiadczalnej: po 1 dniu, 4 dniach, 7 dniach i 14 dniach eksperymentu.
W materiale kontrolnym grubo$¢ pierscienia fibronektyny 1 lamininy wokot
naczyn Kkapilarnych miescita si¢ w przedziale migdzy lmm a 1,5 mm.
W materiale do$wiadczalnym naczynia podzielono na 2 grupy: 1) grubos¢
pierscienia fibronektyny i lamininy miesci si¢ w przedziale Imm - 1,5 mm,
2) grubos$¢ pierscienia fibronektyny i lamininy miesci si¢ w przedziale 1,5 mm
- 3mm. Liczba naczyn kapilarnych o okreslonej grubosci pierscienia
fibronektyny i lamininy przedstawiona jest w tabelach i na wykresach.

Dane dla fibronektyny przedstawione sa w tabeli 1 i na wykresie 1 (kora
mozgowa) oraz w tabeli 2 1 na wykresie 2 (nerwowa czg$¢ przysadki
mozgowe)).

W materiale pobranym z kory moézgowej ;jeden dzien po wywotlaniu reakcji
fotochemicznej pojawila si¢ grupa naczyn kapilarnych o grubos$ci pierscienia
fibronektyny wiekszej niz w grupie kontrolnej. Naczynia takie o grubosci
pier§cienia 1,5-3 mm wystgpowaly takze cztery, siedem i czternascie dni po
MF. Liczba tych naczyn zmniejszyla si¢ czternascie dni po wywotaniu reakcji
fotochemicznej. W materiale tym poczawszy od pierwszego dnia
eksperymentu zwigkszyla si¢ tez liczba naczyn kapilarnych o grubosci
pierscienia fibronektyny 1-1,5mm (tabela 1, wykres 1).

W tabeli 2 i na wykresie 2 przedstawione sa dane dla nerwowej czgsci
przysadki mézgowej. W materiale tym jeden dzien po wywolaniu reakeji
fotochemicznej, podobnie jak w materiale pobranym z kory modzgowe;,
pojawila si¢ grupa naczyn kapilarnych o grubosci pierscienia fibronektyny 1,5-
3 mm. Szczegdlnie duza liczba takich naczyn wystgpowala siedem dn1 po MF.
Jesli porowna¢ te dane z obserwacjami mikroskopowo-elektronowymi, to
mozna przypuszczaé, ze w sklad tej grupy naczyn wchodza nowo utworzone
naczynia kapilarne.

W tabeli 3 1 na wykresie 3 przedstawiono dane dla lamininy z materiatu
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pobranego z kory mozgowej. Jeden dzien, cztery dni, siedem dni oraz
czternascie dni po MF wystepowala grupa naczyn kapilarnych o grubosci
pierscienia lamininy wigkszej niz w grupie kontrolnej. Cztery dni po indukej
uszkodzen zwiekszyta sie liczba takich naczyn, a nastgpnie siedem
1 czternascie dni po wywolaniu reakcji fotochemicznej ich liczba zmniejszyta
sie ponizej tej, ktora obserwowano pierwszego dnia. Jeden 1 cztery dni po MF
zwiekszyla sie tez liczba naczyn kapilarnych o grubosci pier§cienia lamininy
1-1,5 mm. W nerwowej cze$ci przysadki moézgowe;j (tabela 4 i wykres 4) grupa
naczyn kapilarnych o grubosci pierscienia lamininy 1,5-3 mm pojawita si¢
jedynie siedem dni po MF. Byly to pojedynicze naczynia kapilarne. Wynik ten
wskazuje na niewielki udziat lamininy w badanych procesach uszkodzenia

1 naprawy w nerwowej czesci przysadki mozgowe;.
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Tabela 1

Zmiany grubosci pierscienia fibronektyny wokol naczyn kapilarnych kory

mozgowej

grupa liczba naczyn o srednicy
1,5-3mm 1-1,5mm
kontrola 6,4
1 dzieh 15,6 10
4 dni 17,6 8,2
7 dni 16,4 9,6
14 dni 12 7,6

liczba naczyn o srednicy liczba naczyn o srednicy
grupa 15-3mm mediana 1-1,5mm mediana

kontrola 7 6,4
7
8
5
5

1 dzien 1 15,6 9 10
18 10
24 8
10 12
15 11

4dni 21 17,6 10 8,2
17 8
19 9
20 7
11 7

7 dni 15 16,4 9 9,6
20 10
21 1
15 11
11 7

14 dni 15 12 7 76
15 7
10 8
10 8
10 8
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Wykres 1

Zmiany grubosci pierscienia fibronektyny wokol naczyn kapilarnych kory

mozgowej

— o

O N M OO O

kontrola 1 dzien 4 dni 7 dni 14 dni
czas
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Tabela 2

Zmiany grubosci pierscienia fibronektyny wokél naczyn kapilarnych

nerwowej czesSci przysadki mozgowej

liczba naczyn o srednicy

liczba naczyn o srednicy

grupa liczba naczyn o srednicy
1,5-3mm 1-15mm
kontrola 6
1 dzien 14 8,4
4 dni 17,4 8
7 dni 25,6 10
14 dni 13,4 8,8

grupa 1,5-3mm mediana 1-1,5mm mediana
kontrola 6 6
4
6
8
6
1 dzien 10 14 8 84
9 4
23 13
16 10
12 7
4.dni 27 17,4 7 8
13 9
17 7
13 7
17 10
7 dni 20 25,6 7 10
28 11
25 10
28 10
27 12
14 dni 15 134 8 88
20 9
10 9
10 8
12 10
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Wykres 2

Zmiany grubosci pierscienia fibronektyny wokol naczyn kapilarnych

nerwowej czesci przysadki mozgowej

kontrola 1 dzien 4 dni 7 dni 14 dni
czas
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Tabela 3

Zmiany grubosci pier<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>