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Wykaz stosowanych skrótów 
 
ac  –  spoidło przednie (ang. anterior commissure) 
Acb  –  j�dro półle
�ce (ang. nucleus accumbens)  
Amg  –  ciało migdałowate (ang. amygdaloid body) 
BDNF  –  czynnik wzrostowy pochodzenia mózgowego (ang. brain-derived neuro-

 trophic factor) 
CB  –  kalbindyna (ang. calbindin) 
CBP  –  białka wi�
�ce wap� (ang. calcium binding proteins) 
cc  –  ciało modzelowate (ang. corpus callosum) 
CCr  –  rezerwuar korowo-przedmurzowy (ang. cortico-claustral reservoir) 
Cl  –  przedmurze (ang. claustrum)   
CPu – –  pr�
kowie (ang. striatum)  
CR  – kalretynina (ang. calretinin) 
Cy3  – indokarbocyjanina (ang. indocarbocyanine) 
ec  – torebka zewn�trzna (ang. external capsule)  
EDn  –  j�dro �ródgruszkowe (ang. endopiriform nucleus) 
FG  – Fluoro-Gold 
FITC  –  fitocyjanina (ang. fitocyanine) 
GABA  –  kwas γ-aminomasłowy (ang. γ-aminobutyric acid) 
GP  –  gałka blada (ang. globus pallidus) 
Hip  –  hipokamp (ang. hippocampus) 
IC  –  kora wyspowa (ang. insular cortex)  
ic  –  torebka wewn�trzna (ang. internal capsule)  
j.m.  –  jednostka mi�dzynarodowa 
MA  – neuron bezkolcowy �redniej wielko�ci (ang. medium size, aspiny neuron) 
MS I  –  neurony kolcowy, z długim dendrytem głównym (ang. medium size, 

 spiny neuron, with long, main dendrite) 
MS II  –  neuron kolcowy, z krótkim dendrytem głównym (ang. medium size, spiny 

 neuron, with short, main dendrite)  
MS III  –  neuron kolcowy, pozbawiony dendrytu głównego (ang. medium size, 

 spiny neuron, without main dendrite)   
NOS  –  syntaza tlenku azotu (ang. nitric oxide synthase) 
NPY  –  neuropeptyd Y (ang. neuropeptide Y) 
OUN  – o�rodkowy układ nerwowy (ang. central nervous system) 
PBS  –  roztwór buforu fosforanowego (ang. phosphate-buffered saline) 
Pir  –  kora gruszkowata (ang. piriform cortex)   
PV  –  parwalbumina (ang. parvalbumin) 
Rh  –  bruzda w�chowa (ang. rhinal sulcus)   
SA  –  mały neuron bezkolcowy (ang. small aspiny neuron) 
SNAP-25  –  białko zwi�zane z synaptosomem (ang. synaptosome-associated protein) 
SOM  –  somatostatyna (ang. somatostatin) 
Th  –  wzgórze (ang. thalamus)  
VIP  –  wazoaktywny peptyd jelitowy (ang. vasoactive intestinal peptide)
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1. WST�P  

Dynamiczny rozwój neuroanatomii i neurobiologii w ci�gu ostatnich kilku-
dziesi�ciu lat umo
liwił przeniesienie zainteresowa� badawczych z zakresu mor-
fologii opisowej w kierunku poznania przebiegu okre�lonych procesów fizjolo-
gicznych i zrozumienia funkcji badanych struktur. Udoskonalenie metod immu-
nocytochemicznych, morfometrycznych, w poł�czeniu z zastosowaniem mikro-
skopii konfokalnej, a tak
e rozwój biologii molekularnej, umo
liwiaj� realizacj� 
tych zada�.  

Pomimo zaawansowanych bada�, rozwój i dojrzewanie wielu struktur 
o�rodkowego układu nerwowego (OUN) nie zostały dotychczas w pełni poznane 
i stanowi� przedmiot dalszego zainteresowania naukowego. W kresomózgowiu 
ssaków jest coraz mniej struktur, których pochodzenie i funkcja pozostaj� tak 
słabo poznane jak w przypadku przedmurza.  

Wzrastaj�ca w ci�gu ostatnich kilku lat liczba publikacji dotycz�cych 
przedmurza jest rezultatem wykazania jego udziału w koordynacji działania wie-
lu obszarów korowych [61, 62, 126, 175], a tak
e zaanga
owania w proces epi-
leptogenezy [315, 418, 497]. Wiele problemów zwi�zanych z budow� i funkcj� 
przedmurza zdołano wyja�ni� na podstawie bada� przeprowadzonych u dojrza-
łych przedstawicieli wielu gatunków ssaków. Odpowiedzi na wiele otwartych 
pyta� nale
y jednak szuka� w rozwoju ontogenetycznym.  

Od momentu powstania populacji komórkowej tworz�cej przedmurze, do 
chwili osi�gni�cia przez t� struktur� cech morfologicznych oraz immunocyto-
chemicznych wła�ciwych dla okresu dojrzałego, upływa długi okres, obejmuj�cy 
ko�cow� cz��� rozwoju prenatalnego, jak i dojrzewanie w okresie postnatalnym. 
Ze wzgl�du na fragmentaryczny charakter informacji dotycz�cych procesów 
przebiegaj�cych w tym czasie, istotne wydaje si� poznanie zmian zachodz�cych 
w przedmurzu po urodzeniu. Zmiany te dotycz� mi�dzy innymi cech morfolo-
gicznych neuronów przedmurza, charakterystyki immunocytochemicznej, two-
rzenia poł�cze� z innymi strukturami oraz odpowiedniego kształtowania układu 
synaptycznego.  

W populacji neuronów przedmurza, podobnie jak wielu innych struktur 
o�rodkowego układu nerwowego, rozró
ni� mo
na neurony projekcyjne, zapew-
niaj�ce poł�czenia z innymi strukturami oraz interneurony, czyli neurony po-
�rednicz�ce, wywieraj�ce wpływ na pozostałe komórki nerwowe badanej struk-
tury. W obu populacjach spotyka si� charakterystyczne neuroprzekaniki.  
W pierwszej z nich zasadnicz� rol� odgrywa kwas glutaminowy, jako neuro-
przekanik pobudzaj�cy [377], w drugiej – kwas �-aminomasłowy (GABA), 
b�d�cy neuroprzekanikiem hamuj�cym [153, 338, 339]. Oprócz wymienionych 
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klasycznych neuroprzekaników, istotne znaczenie posiadaj� liczne neuromodu-
latory, w�ród których spotyka si� neuropeptydy oraz zwi�zki nieorganiczne, jak 
tlenek azotu. Ponadto, wa
n� funkcj� regulacyjn� procesów metabolicznych 
spełniaj� białka wi�
�ce wap�. Obecno�� tych substancji, w poł�czeniu z charak-
terystycznymi cechami morfologicznymi oraz zró
nicowan� czynno�ci� bioelek-
tryczn� stanowi, zdaniem wielu autorów, u
yteczne kryterium podziału populacji 
interneuronów [67, 68, 220, 221, 224].  

W�ród interneuronów hamuj�cych liczn� grup� stanowi� neurony zawieraj�-
ce parwalbumin� [12, 72, 73, 98, 195, 222, 248]. Kolejn� grup� tworz� neurony 
zawieraj�ce somatostatyn� [221]. Cz��� z nich wykazuje kolokalizacj� z neuro-
peptydem Y oraz kalbindyn� D28k [183, 184, 393], a tak
e z syntaz� tlenku 
azotu [246]. W odr�bnej grupie wyst�puj� neurony zawieraj�ce wazoaktywny 
peptyd jelitowy, których cz��� wykazuje kolokalizacj� z kalretynin� [222]. Po-
nadto, spotyka si� stosunkowo liczn� populacj� interneuronów wykazuj�cych 
obecno�� cholecystokininy [249].  

Du
e zró
nicowanie populacji interneuronów zapewnia mo
liwo�� precy-
zyjnego oddziaływania zarówno na pozostałe neurony po�rednicz�ce, jak  
i na neurony projekcyjne. Oddziaływanie to jest mo
liwe po zako�czeniu proce-
su dojrzewania obu populacji neuronalnych, jak równie
 układu synaptycznego.  

Przeprowadzone dotychczas badania procesów rozwoju i dojrzewania neu-
ronów przedmurza maj� charakter fragmentaryczny. Nie pozwalaj� one na doko-
nanie oceny zró
nicowania populacji tych neuronów pod wzgl�dem morfolo-
gicznym oraz immunocytochemicznym. Nie pozwalaj� równie
 na ocen� dyna-
miki rozwoju i dojrzewania okre�lonych subpopulacji neuronalnych. Uzasadnia 
to prób� dokonania oceny charakteru zmian zachodz�cych w przedmurzu,          
w najwcze�niejszym okresie po urodzeniu szczura. 

 

1.1.  Wła�ciwo�ci biologiczne wybranych neuromodulatorów 
oraz białek wi���cych wap�  

1.1.1.  Neuropeptydy w neuronach o�rodkowego układu nerwowego 
Neuropeptydy stanowi� najliczniejsz� grup� substancji w�ród neuromo-

dulatorów spotykanych w neuronach o�rodkowego układu nerwowego. Bior� 
one udział w regulacji procesów metabolicznych oraz umo
liwiaj� komunikacj� 
mi�dzy komórkami nerwowymi. Mog� one działa� jako neurohormony, neuro-
przekaniki lub neuromodulatory [256, 363, 381]. 

Działanie neuromodulacyjne neuropeptydów polega na zmianie wła�ciwo�ci 
elektrycznych komórki nerwowej, mog�cych wpływa� na zdolno�� jej odpowie-
dzi na uprzednio lub nast�pczo działaj�cy neuroprzekanik [289, 397, 495]. 
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Działanie neuromodulatorów jest zazwyczaj dłu
sze, ni
 działanie klasycznego 
neuroprzekanika, ze wzgl�du na pobudzenie receptorów zwi�zanych z białkami 
G oraz uruchomienie systemu wtórnych przekaników. Działanie neuromodula-
torów nie jest ograniczone jedynie do układu synaptycznego, lecz mo
e odbywa� 
si� drog� tzw. transmisji obj�to�ciowej, umo
liwiaj�c rozprzestrzenianie na 
znacznym obszarze i jednoczasowe oddziaływanie na wi�ksz� liczb� neuronów 
[60, 143, 410, 472]. Poszczególne neuropeptydy mog� spełnia� wiele funkcji  
i dlatego bardzo trudno jest przypisa� ka
demu z nich specyficzne działanie  
w okre�lonej strukturze o�rodkowego układu nerwowego. 

Neuropeptydy wyst�puj� licznie w wielu okolicach mózgowia. Szczególnie 
du
a ich ilo�� znajduje si� w podwzgórzu [457]. Ponadto, spotyka si� je w korze 
mózgu, strukturach układu pozapiramidowego i limbicznego oraz pniu mózgo-
wia. Neuropeptydy wyst�puj� zarówno w populacji interneuronów, jak i neuro-
nów projekcyjnych [100, 133, 140, 176, 183, 201, 246, 295, 393, 493].  

Neuropeptyd Y  

Neuropeptyd Y (NPY) jest zbudowany z 36 aminokwasów [447, 448]. Dzia-
łanie biologiczne NPY zachodzi za po�rednictwem pi�ciu typów receptorów: 
Y1, Y2, Y4, Y5, Y6 [187, 257, 258, 275, 276, 367]. Nale
� one do kategorii 
receptorów zwi�zanych z białkami G [424]. Obecno�� dwóch spo�ród nich (Y1  
i Y2), została stwierdzona w przedmurzu [368].  

NPY jest wa
nym regulatorem procesu przyjmowania pokarmu [186] i ho-
meostazy energetycznej [30, 31, 262-264, 478, 479]. Wpływa on na regulacj� 
ci�nienia krwi i przepływu naczyniowego [170, 306, 424] oraz uczestniczy 
w procesie angiogenezy [260, 503, 504]. NPY wykazuje działanie anksjolityczne 
[13, 151] oraz wpływa na regulacj� rytmów dobowych [262, 478]. Ponadto, neu-
ropeptyd ten wykazuje działanie przeciwdrgawkowe [41, 44, 206, 228]. W wielu 
strukturach o�rodkowego układu nerwowego NPY współwyst�puje z GABA  
i somatostatyn� [28, 150, 246, 302].  

Neurony NPY-ir pojawiaj� si� w trzynastym i czternastym dniu 
ycia pło-
dowego w pniu mózgowia i w mi�dzymózgowiu szczura [9, 487]. Obserwuje si� 
wzrost ekspresji NPY w okresie przed- i pourodzeniowym w korze mózgu małpy 
oraz w siatkówce szczura [29, 130].  

Somatostatyna  

U ssaków spotyka si� dwie formy somatostatyny (SOM), zawieraj�ce odpo-
wiednio 14 oraz 28 aminokwasów (SOM-14 oraz SOM-28). W neuronach domi-
nuje forma SOM-14. Somatostatyna działa za po�rednictwem pi�ciu typów  
receptorów (SST1 – SST5), w wi�kszo�ci (z wyj�tkiem prawdopodobnie SST2) 
zwi�zanych z białkami G [33, 128, 177]. Somatostatyna oddziaływuj�c na  
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cyklaz� adenylow� wpływa na zawarto�� cAMP oraz jonów Ca++ w komórce 
[131, 155, 156, 265, 371, 451].  

Somatostatyna działa hamuj�co na uwalnianie hormonu wzrostu [269], 
a tak
e wpływa na wielko�� uwalniania dopaminy, asparaginianu i GABA [178]. 
Spełnia ona funkcje neuromodulatora oraz neuroprzekanika hamuj�cego [379], 
rzadziej mo
e działa� jako neuroprzekanik pobudzaj�cy [299-301]. W hipo-
kampie somatostatyna moduluje transmisj� cholinergiczn�, reguluj�c funkcje 
poznawcze [123, 124]. Ponadto, wykazuje ona działanie zabezpieczaj�ce przed 
wyst�pieniem napadowej czynno�ci bioelektrycznej [211, 445, 456, 461, 470]. 
W wielu strukturach OUN wykazano kolokalizacj� SOM z GABA [221-223, 
246], a tak
e z NPY [365].  

Neurony zawieraj�ce somatostatyn� s� jednymi z najwcze�niej pojawiaj�-
cych si� w rozwoju prenatalnym wielu struktur OUN [10, 20, 129, 347, 386, 
502]. Na podstawie bada� przeprowadzonych na mózgowiach myszy, szczura 
i �wini, stwierdzono wzrost ekspresji SOM mRNA, a tak
e peptydu, wyst�puj�-
cy w ko�cowym okresie rozwoju płodowego i we wczesnym okresie postnatal-
nym [58, 113, 135, 138, 382].   

Wazoaktywny peptyd jelitowy  

Wazoaktywny peptyd jelitowy (VIP) jest zbudowany z 28 aminokwasów 
[403]. VIP działa za po�rednictwem receptorów: VPAC1, VPAC2 oraz PAC1, 
zwi�zanych z białkami G [168, 212, 218, 253]. Mechanizm działania dotyczy 
wpływu na aktywacj� cyklazy adenylowej i fosfolipazy C [351]. Działanie VIP 
wi�
e si� ze wzmocnieniem hamowania zale
nego od GABA [469].  

Podstawowe funkcje fizjologiczne VIP w o�rodkowym układzie nerwowym 
obejmuj� regulacj� procesów przemiany materii [280, 281, 283, 323], regulacj� 
przepływu krwi w naczyniach mózgowych [180, 459], indukowanie syntezy 
i wydzielania czynników neuroprotekcyjnych [53, 132, 152, 160, 190, 323], 
wpływ na ekspresj� czynnika wzrostowego pochodzenia mózgowego (BDNF) 
[282, 376]. Ponadto, VIP zabezpiecza neurony przed uszkodzeniem wywoływa-
nym przez nadmierne pobudzenie receptorów NMDA [53, 54, 164].  

W wielu strukturach o�rodkowego układu nerwowego wykazano kolokaliza-
cj� VIP z GABA [26, 27, 221, 222], cholecystokinin� [294, 415], acetylocholin� 
[26, 76] oraz kalretynin� [98, 195]. 

Obecno�� VIP mRNA w mózgowiu szczura stwierdzono w szesnastym dniu 
rozwoju płodowego [70, 161]. Neurony kory mózgu szczura zawieraj�ce VIP 
powstaj� w okresie mi�dzy E17 a E21 [70]. Obecno�� VIP w tych neuronach 
zaobserwowano w ci�gu pierwszego tygodnia po urodzeniu [159, 499], a cechy 
dojrzało�ci morfologicznej osi�gaj� one w okresie drugiego i trzeciego tygodnia 

ycia.  
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1.1.2.  Tlenek azotu 
Tlenek azotu (NO) jest jedn� z najmniejszych cz�steczek zaanga
owanych  

w komunikacji mi�dzykomórkowej [52, 145, 146, 148]. Pełni on rol� neuromo-
dulatora transmisji synaptycznej [2, 417]. 

NO jest syntetyzowany w strukturach o�rodkowego układu nerwowego 
przez trzy izomeryczne formy enzymatyczne syntazy tlenku azotu: nNOS (neu-
ronaln� form� syntazy NO – typ I, konstytutywn�, zale
n� od jonów Ca++ i kal-
moduliny), iNOS (indukowan� form� syntazy NO – typ II, indukowan� przez 
cytokiny, niezale
n� od jonów Ca++) oraz eNOS (�ródbłonkow� form� syntazy 
NO – typ III, konstytutywn�, zale
n� od jonów Ca++ i kalmoduliny) [8, 94, 230, 
254, 291-293, 332, 432, 441, 486].  

Rezultatem działania NO jest pobudzenie cyklazy guanylowej i wzrost st�-

enia cGMP [93, 95, 196, 373]. Do najwa
niejszych funkcji fizjologicznych 
tlenku azotu zaliczy� nale
y po�redni wpływ na uwalnianie neuroprzekaników 
(np. glutaminianu), regulacj� wewn�trzkomórkowego st�
enia jonów Ca++ oraz 
rol� moduluj�c� w stosunku do kanałów wapniowych i potasowych [51, 94, 95, 
147], udział w procesach długotrwałego wzmocnienia lub hamowania synap-
tycznego [15, 43, 46, 87, 149] oraz udział w przebiegu procesów behawioralnych 
[345]. Ponadto, tlenek azotu jest jednym z najwa
niejszych endogennych czyn-
ników rozszerzaj�cych naczynia krwiono�ne [55, 127, 444]. W zale
no�ci od 
warunków matabolicznych, tlenek azotu mo
e wykazywa� działanie zarówno 
neuroprotekcyjne, jak i neurotoksyczne [93, 96, 270, 271].  

Ekspresja NOS mRNA trzech izoform w mózgowiu szczura rozpoczyna si� 
w dziesi�tym dniu rozwoju płodowego [225]. W obszarach tworz�cych nast�pnie 
kor� mózgu u szczura, ekspresja nNOS pojawia si� w pi�tnastym dniu 
ycia 
płodowego [406]. Pierwsze neurony NOS-ir w korze mózgu szczura pojawiaj� 
si� w okresie prenatalnym [452]. Ekspresja nNOS w wielu obszarach mózgowia 
rozwija si� ze zró
nicowan� dynamik�, zwi�zan� z okresami tworzenia synaps  
i stabilizacji poł�cze� [82, 354].  

 

1.1.3.  Białka wi���ce wap�  
Białka wi�
�ce wap� (CaBP) s� liczn� grup� substancji, która dzi�ki obec-

no�ci charakterystycznej formacji przestrzennej, odpowiada za regulacj� st�
enia 
jonów wapniowych we wn�trzu komórki oraz regulacj� przebiegu wielu proce-
sów fizjologicznych [12, 17, 72, 195]. W o�rodkowym układzie nerwowym ssa-
ków, obok kalmoduliny, stwierdzono cz�ste wyst�powanie trzech białek tej gru-
py: kalbindyny D28k, kalretyniny i parwalbuminy [12, 17, 71-74, 98].  
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Neurony zawieraj�ce trzy wymienione białka nale
� przewa
nie do niewy-
kazuj�cych wzajemnych kolokalizacji populacji komórkowych [4, 17, 98, 195]. 
Znaczna cz��� neuronów zawieraj�cych omawiane białka wykazuje kolokaliza-
cj� z GABA [12, 73, 100, 101, 185].  

Pomimo działania buforuj�cego jony wapniowe, rola tych białek chroni�ca 
neurony w przebiegu procesów patologicznych, jak choroby zwyrodnieniowe 
czy niedokrwienie, nie jest jednoznacznie potwierdzona [12, 141, 181, 219, 229]. 

Pojawianie si� białek wi�
�cych wap� w ró
nych okolicach mózgowia ma 
miejsce w precyzyjnie okre�lonych momentach w rozwoju. Wyst�powanie tych 
białek w okre�lonych miejscach w trakcie rozwoju i dojrzewania nie odpowiada 
jednak ich rozmieszczeniu u osobnika dorosłego [5-7, 182, 195]. Zło
ony cha-
rakter ekspresji tych białek uniemo
liwia, jak do tej pory, przypisanie im �ci�le 
okre�lonej funkcji w procesie dojrzewania mózgowia. 

Kalbindyna  

Kalbindyna (CB) wyst�puje w postaci kilku form o ró
nej masie cz�stecz-
kowej (6 kDa, 8 kDa i 9 kDa, 11 kDa, 28 kDa). Forma o masie 28 kDa wyst�pu-
je w du
ej ilo�ci w neuronach [12, 205]. Neurony zawieraj�ce kalbindyn� repre-
zentuj� około 5% całkowitej liczby neuronów kory mózgu szczura [12, 71]. Kal-
bindyna mo
e wyst�powa� zarówno w neuronach projekcyjnych, jak i interneu-
ronach o�rodkowego układu nerwowego [71]. Pocz�tek wyst�powania tego biał-
ka ma zazwyczaj miejsce po około dwóch dniach od zako�czenia podziałów 
komórkowych i rozpocz�cia wzrostu dendrytów i aksonów [121]. Ekspresja kal-
bindyny w okresie przedurodzeniowym została stwierdzona mi�dzy innymi  
w mi�dzymózgowiu oraz korze somatosensorycznej szczura [121, 404, 494].  

Kalretynina 

Kalretynina (CR) jest strukturalnie blisko spokrewniona z kalbindyn� [362, 
394]. Białko to jest zwi�zane z regulacj� procesów migracyjnych [416], spełnia 
rol� neuroprotekcyjn�, buforuj�c wewn�trzkomórkowy poziom Ca++ ju
 w naj-
wcze�niejszym okresie dojrzewania [407]. W okresie rozpocz�cia czynno�ci 
bioelektrycznej komórki i pojawienia si� transmisji synaptycznej, obserwuje si� 
koncentracj� kalretyniny w pobli
u błony komórkowej [174]. Takie umiejsco-
wienie jest uwa
ane za adaptacj� do ograniczenia przestrzennego napływu jonów 
Ca++. Kalretynina jest białkiem, które zdaniem wielu autorów pojawia si� naj-
wcze�niej spo�ród trzech omawianych w rozwoju osobniczym [195, 462, 463]. 

Parwalbumina 

Parwalbumina (PV) wyst�puje w postaci dwóch form (� i �) ró
ni�cych si� 
sekwencj� aminokwasów [74, 75]. W strukturach o�rodkowego układu nerwo-
wego ssaków spotykana jest forma alfa [74]. Neurony zawieraj�ce PV stanowi� 
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około 10% populacji wszystkich neuronów korowych [12, 71]. Pojawienie si� 
parwalbuminy i wzrost jej ekspresji odpowiada osi�gni�ciu dojrzało�ci czynno-
�ciowej neuronów [182, 346, 433]. W korze mózgu i hipokampie ma to miejsce 
po rozpocz�ciu wytwarzania kwasu �-aminomasłowego w populacji interneuro-
nów [36, 346, 433].  

Parwalbumina pojawia si� najpóniej spo�ród omawianych białek wi�
�cych 
wap� w rozwoju osobniczym [12]. W korze mózgu oraz hipokampie u szczura 
ekspresj� PV mRNA oraz białka zaobserwowano w drugim tygodniu po urodze-
niu [97, 473]. Proces dojrzewania neuronów PV-ir u szczura trwa do 8 tygodnia 
[122]. 

 

1.2.  Przedmurze, poło�enie i budowa 

Przedmurze poło
one jest w kresomózgowiu wi�kszo�ci ssaków. Torebka 
zewn�trzna oddziela je od strony przy�rodkowej od pr�
kowia, a dalej ku tyłowi 
– od ciała migdałowatego (ryc. 1A-C). Ku dołowi przedmurze s�siaduje z j�drem 
�ródgruszkowym [32, 119, 337, 419].  

Ukształtowanie przedmurza jest bardzo zró
nicowane u wielu gatunków 
ssaków [39, 104, 106, 108, 235, 267, 325, 336, 420]. Ró
nice w kształtach 
przedmurza, stopie� jego wyodr�bnienia w stosunku do struktur s�siaduj�cych,  
a tak
e ró
nice g�sto�ci tworz�cych je neuronów, pozwoliły na wyró
nienie 
pi�ciu typów morfologicznych omawianej struktury [235]. Przedmurza szczura, 
a tak
e ssaków owado
ernych, zaliczone zostały do typu pierwszego. Kolejne 
typy morfologiczne reprezentowane s� przez przedmurza zaj�czaków i cz��ci 
gryzoni (typ II), ssaków drapie
nych (typ III) oraz naczelnych (typ IV i V). Zda-
niem niektórych autorów nie mo
na jednoznacznie wykaza� obecno�ci przedmu-
rza i j�dra �ródgruszkowego u stekowców [59]. 

Budowa komórkowa przedmurza 

Przedmurze charakteryzuje si� znacznym zró
nicowaniem morfologicznym 
tworz�cych je neuronów (ryc. 1D). Mo
na rozró
ni� w nim neurony kolcowe, 
uznawane za projekcyjne, a tak
e bezkolcowe, b�d�ce neuronami po�rednicz�-
cymi (interneuronami) [48, 50, 104, 267, 287, 288, 325, 399, 476]. Stwierdzono 
ró
nice mi�dzygatunkowe dotycz�ce kształtów ciał komórek nerwowych oraz 
morfologii układu akso-dendrytycznego.  

W przedmurzu szczura rozró
niono trzy zasadnicze typy neuronów (ryc. 2) 
[287, 338]. Najliczniej reprezentowane s� neurony �redniej wielko�ci, z licznymi 
kolcami dendrytycznymi (typ MS). W obr�bie tego typu wyst�puj� trzy dodat-
kowe podtypy: neurony o ciałach trójk�tnych i owalnych z pojedynczym, długim 
dendrytem (MS I); neurony okr�głe i owalne, z krótkim pojedynczym dendrytem 
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(MS II); neurony okr�głe i owalne, nieposiadaj�ce głównego dendrytu (MS III). 
Kolejny typ morfologiczny (MA) stanowi� neurony kształtu wrzecionowatego, 
�redniej wielko�ci, posiadaj�ce dwa dendryty rozpoczynaj�ce si� na przeciwle-
głych biegunach. Komórki te nie posiadaj� kolców dendrytycznych. Ostatni typ 
morfologiczny (SA) stanowi� małe neurony, kształtu okr�głego lub owalnego, 
pozbawione kolców dendrytycznych.  
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Ryc. 2.  Typy morfologiczne neuronów przedmurza szczura według klasyfikacji Mamos 
i Narkiewicza: MS I - neurony kolcowe, z długim dendrytem głównym; MS II - neurony 
kolcowe, z krótkim dendrytem głównym; MS III - neurony kolcowe, pozbawione den-
drytu głównego; MA - �redniej wielko�ci neurony bezko�cowe; SA - małe neurony bez-
kolcowe (wzorowane na: Mamos L. i Narkiewicz O., 1984). 

Fig. 2.  Morphological types of the claustral neurons in the rat (according to Mamos 
and Narkiewicz):  MS I - medium size, spiny neurons, with long, main dendrite; MS II - 
medium size, spiny neurons, with short, main dendrite ; MS III - medium size, spiny neu-
rons, without main dendrite; MA - medium size, aspiny neurons; SA - small aspiny neu-
rons (adapted from: Mamos L. and Narkiewicz O., 1984). 

Badania ludzkiego przedmurza wykazały wyst�powanie znaczniej przewagi 
neuronów projekcyjnych (93%) nad populacj� interneuronów przedmurza (7%) 
[48, 437]. Odsetek interneuronów hamuj�cych obliczony na podstawie bada� 
przeprowadzonych w przedmurzu królika wynosi 12% [153]. W ró
nych cz�-
�ciach przedmurza stwierdzono obecno�� neuronów reprezentuj�cych zró
nico-
wane cechy morfologiczne [325].  
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Budowa synaptyczna przedmurza charakteryzuje si� znaczn� przewag� sy-
naps asymetrycznych [213-216, 350]. W�ród nich najcz��ciej wyst�puj� synapsy 
akso-kolcowe (64,1%) lub akso-dendrytyczne, utworzone na powierzchni ma-
łych dendrytów (25,1%), rzadziej �rednich i du
ych dendrytów (6,8%). Najrza-
dziej napotykano synapsy na powierzchni innych cz��ci neuronów (0,5%) lub na 
powierzchni kilku struktur postsynaptycznych (3,5%) [244, 245]. Morfologicz-
nie odpowiadaj� one synapsom pobudzaj�cym. Tylko 10% synaps przedmurza 
stanowi� hamuj�ce synapsy symetryczne.   

 

1.3.  Neuroprzeka�niki, neuromodulatory oraz białka wi���ce 
wap� w neuronach przedmurza 

Neurony przedmurza stanowi� populacj� komórkow� o zró
nicowanej cha-
rakterystyce immunocytochemicznej [116]. Nale
y podkre�li�, i
 najcz��ciej 
charakterystyka cytochemiczna neuronów przedmurza nie była głównym celem 
wi�kszo�ci publikacji, lecz informacje dotycz�ce wyst�powania okre�lonych 
substancji w neuronach przedmurza podawano na marginesie charakterystyki 
populacji neuronalnych innych struktur o�rodkowego układu nerwowego. Pod-
stawowym neuroprzekanikiem neuronów projekcyjnych przedmurza jest glu-
taminian [377]. Interneurony przedmurza zawieraj� kwas γ-aminomasłowy jako 
główny neuroprzekanik hamuj�cy [110, 153, 339].  

Stosunkowo liczne badania, przeprowadzone na przedstawicielach ró
nych 
gatunków ssaków, wykazały obecno�� białek wi�
�cych wap�, a w�ród nich 
parwalbuminy, kalbindyny D28K oraz kalretyniny w neuronach przedmurza 
[110, 390, 484]. Odsetek neuronów zawieraj�cych CaBP w przedmurzu myszy 
jest niewielki i nie przekracza 12% [387].  

W przedmurzu osobników dorosłych ró
nych gatunków ssaków opisano 
obecno�� szeregu neuropeptydów – neuropeptydu Y, somatostatyny, cholecysto-
kininy i wazoaktywnego peptydu jelitowego [117, 242, 425, 426]. W przedmu-
rzu stwierdzono ponadto wyst�powanie włókien serotoninergicznych [18, 443], 
oraz zawieraj�cych hydroksylaz� tyrozyny [443]. Wykazano wyst�powanie  
w jego neuronach NADPH-diaforazy [193, 443], oraz syntazy tlenku azotu, 
zarówno w okresie dojrzewania, jak i w wieku dojrzałym [40, 241, 242, 392].  

Ocena kolokalizacji wymienionych substancji w neuronach przedmurza jest, 
jak dotychczas, bardzo fragmentaryczna. Wykazano współwyst�powanie syntazy 
tlenku azotu w neuronach zawieraj�cych neuropeptyd Y oraz somatostatyn�  
w przedmurzu dojrzałego szczura [242]. Ponadto, stwierdzono obecno��  
syntazy tlenku azotu w neuronach zawieraj�cych kalbindyn� i parwalbumin�,  
u osobnika dorosłego i w okresie dojrzewania [240]. 
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1.4.  Poł�czenia przedmurza 

Przedmurze jest struktur� posiadaj�c� bogate poł�czenia, przede wszystkim  
z wieloma obszarami kory nowej [64, 108, 172, 210, 238, 238, 251, 267, 327, 
329, 335, 358, 401, 402, 419, 427-429, 438, 466]. Obecno�� tych poł�cze� zosta-
ła po raz pierwszy wykazana metodami zwyrodnieniowymi u kota [334] i królika 
[64].  

Poł�czenia korowe przedmurza charakteryzuj� si� uporz�dkowaniem topo-
graficznym, które upowa
nia do wyró
nienia w obr�bie tej struktury charaktery-
stycznych stref projekcyjnych, zwi�zanych mi�dzy innymi z kor� somatosenso-
ryczn� [236, 356, 439], ruchow� [79, 88, 89, 217], słuchow� [194, 267, 344, 356, 
359], wzrokow� [192, 210, 267, 268, 349, 438] oraz limbiczn� [284-286, 290].  

Poło
enie poszczególnych stref w obr�bie przedmurza, a tak
e stopie� ich 
wzajemnego nakładania si�, s� zró
nicowane i charakterystyczne dla poszcze-
gólnych gatunków zwierz�t [79, 209, 237, 402].  

Cech� charakterystyczn� poł�cze� przedmurza z kor� now� jest ich dwukie-
runkowy charakter. Umo
liwiło to wprowadzenie poj�cia tzw. przedmurzowo-
korowej p�tli neuronalnej, okre�laj�cej zwi�zek czynno�ciowy obu tych struktur 
[334, 335, 458]. Jak wykazały dotychczasowe badania, neurony wysyłaj�ce ak-
sony do kory poło
one s� w przewa
aj�cej wi�kszo�ci przypadków w tym sa-
mym rejonie przedmurza, co zako�czenia korowych neuronów projekcyjnych 
[419]. Projekcja przedmurzowo-korowa osi�ga przede wszystkim warstw� IV 
kory nowej, podczas gdy neurony korowe wysyłaj�ce poł�czenia do przedmurza 
poło
one s� w warstwach VI i V [233, 419]. Poł�czenia przedmurzowo-korowe 
maj� charakter ipsi- oraz kontralateralny [277, 312, 348, 402].  

Oprócz poł�cze� z obszarami kory nowej, najbardziej charakterystyczne  
i istotne czynno�ciowo s� poł�czenia przedmurza z elementami układu limbicz-
nego [243, 284-286, 290, 480, 482], z pr�
kowiem [107] oraz ze wzgórzem  
i podwzgórzem [80, 104, 136, 208, 243, 330, 331, 340, 366, 429, 430].  

 

1.5.  Pochodzenie przedmurza  

W pi�miennictwie dotycz�cym pochodzenia przedmurza wyst�puj� trzy teo-
rie. Zgodnie z pierwsz� z nich przedmurze wywodzi si� z tych samych struktur,  
z których pochodzi kora mózgu [56, 103, 305, 326, 336]. Puelles i wsp. [383]  
na podstawie analizy porównawczej rozwoju płaszcza korowego (pallium)  
u gadów, ptaków i ssaków, popartej ocen� ekspresji genów wyst�puj�cych  
w rozwoju przodomózgowia, a tak
e na podstawie analizy poł�cze� tych  
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obszarów, wysun�li hipotez� o pochodzeniu przedmurza z brzusznej i bocznej 
cz��ci płaszcza. Zdaniem Striedera, grzbietowa cz��� płaszcza korowego gadów 
odpowiada korze nowej oraz przedmurzu u ssaków [440]. Obserwowane u ga-
dów zgrubienie grzbietowej cz��ci płaszcza korowego jest prawdopodobnie 
struktur� homologiczn� do przedmurza u ssaków. Teoria powy
sza, wywodz�ca 
przedmurze ze struktur b�d�cych zacz�tkiem kory mózgu, zyskuje aktualnie 
najwi�ksz� liczb� zwolenników. 

Druga teoria wskazuje na wspólne pochodzenie przedmurza z j�drami kre-
somózgowia [115, 255]. Zgodnie z ni� neurony przedmurza maj� wywodzi� si�  
z wyniosło�ci zwojowej.  

Zwolennikami trzeciej teorii, mówi�cej o mieszanym, korowo-podkorowym 
pochodzeniu przedmurza s� Filimonoff oraz Rose [134, 395, 396].  

 

1.6.  Rozwój i dojrzewanie przedmurza 

Neurony tworz�ce przedmurze powstaj� w neuroepitelium tworz�cym kor� 
now�, w okresie od pi�tnastego do szesnastego dnia 
ycia płodowego szczura 
[23, 24]. Stosunkowo długi okres powstawania tej populacji komórkowej tłuma-
czy wyst�powanie gradientu neurogenetycznego, zorientowanego w kierunku 
poziomym – cz��� tylna przedmurza jest starsza, a cz��� przednia – młodsza [23, 
449, 450]. Neurony tworz�ce przedmurze osiedlaj� si� w ci�gu pi�ciu dni po 
okresie szczytowej neurogenezy. W tym czasie dochodzi do migracji niedojrza-
łych jedno- i dwubiegunowych neuronów w tzw. bocznym strumieniu korowym 
i wnikni�cia ich do brzuszno-bocznej cz��ci płyty korowej oraz gł�bokich 
warstw kory gruszkowatej. Przedmurze staje si� widoczne w dwudziestym dniu 

ycia płodowego [23, 278, 279]. W tym czasie cz��� komórek migruj�cych gro-
madzi si� w tzw. rezerwuarze korowo-przedmurzowym, b�d�cym struktur� 
przej�ciow�, obecn� do ko�ca pierwszego tygodnia 
ycia po urodzeniu (ryc. 3A, 
B). Jest on swego rodzaju „stacj� po�redni�” na drodze migracji do obszarów 
brzuszno-bocznej cz��ci kory i struktur podkorowych, takich jak przedmurze 
i j�dro �ródgruszkowe, kora gruszkowata, masy wtr�cone ciała migdałowatego 
[278]. Do zaniku tej struktury dochodzi najprawdopodobniej na skutek migracji 
tworz�cych j� neuronów oraz �mierci cz��ci jej komórek, mi�dzy innymi na 
drodze apoptozy. 

Po dotarciu neuronów do miejsca docelowego, w przedmurzu dochodzi do 
wykształcenia drzewa dendrytycznego i ostatecznego ukształtowania perykario-
nu, przejawiaj�cego si� zwi�kszeniem obj�to�ci cytoplazmy oraz uwidocznie-
niem tigroidu i neurofibrylli. 
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W chwili urodzenia przedmurze jest zbudowane z g�sto uło
onych neuro-
nów. Na tym etapie rozwoju charakteryzuj� si� one zespołem cech wła�ciwych 
dla populacji dojrzewaj�cej. S� stosunkowo małe, przewa
nie okr�głe lub owal-
ne, zawieraj� niewielk� ilo�� intensywnie wybarwionej cytoplazmy. Ponadto, 
posiadaj� stosunkowo du
e, dobrze widoczne j�dro oraz nieliczne i bardzo krót-
kie wypustki, o poszerzonych pocz�tkowych odcinkach.  

Proces dojrzewania przedmurza jest kontynuowany we wczesnym okresie 
pourodzeniowym. Dotyczy to mi�dzy innymi zmian morfologicznych neuronów 
[278]. W ci�gu pierwszych dwóch tygodni 
ycia obserwuje si� zmniejszenie 
g�sto�ci neuronalnej, wzrost wielko�ci pola przekroju neuronów oraz wzrost 
obj�to�ci przedmurza. Ponadto, w przedmurzu obserwuje si� zmniejszenie  
całkowitej liczby neuronów si�gaj�ce około 30%, które mo
e by�, przynajmniej 
cz��ciowo, spowodowane apoptoz�.  

Przeprowadzone dotychczas badania immunocytochemiczne dojrzewaj�cych 
neuronów przedmurza, dotyczyły populacji komórek nerwowych zawieraj�cych 
kwas �-aminomasłowy, kalbindyn�, kalretynin� oraz parwalbumin� u myszy 
[92], a tak
e syntaz� tlenku azotu w neuronach przedmurza myszy i szczura 
[171, 241].  
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Populacje neuronów zawieraj�ce trzy omawiane białka wi�
�ce wap� 
w przedmurzu myszy charakteryzuj� si� zró
nicowanym przebiegiem dojrzewa-
nia. Neurony zawieraj�ce kalbindyn� pojawiaj� si� bardzo wcze�nie w okresie 
płodowym (E13-E14) i s� najliczniejsze, natomiast po urodzeniu ich liczebno�� 
zmniejsza si�. Neurony zawieraj�ce kalretynin� pojawiaj� si� nieco póniej 
(E16-E18), a ich liczebno�� wzrasta po urodzeniu. Neurony zawieraj�ce parwal-
bumin� pojawiaj� si� w przedmurzu w czwartym dniu po urodzeniu myszy. 
W okresie postnatalnym ich liczebno�� wyranie wzrasta [92]. 

Oceniaj�c zmiany zachodz�ce w populacji neuronów NOS-ir w przedmurzu 
szczura w okresie pourodzeniowym stwierdzono wzrost ich g�sto�ci numerycz-
nej, z jednoczesnym wzrostem udziału neuronów wielobiegunowych [241]. Ce-
chy morfologiczne, wyst�puj�ce u osobnika dojrzałego, osi�gane s� w 3 tygo-
dniu po urodzeniu. W przedmurzu myszy w okresie dojrzewania wyró
niono 
dwie populacje neuronów NOS-ir [171]. Pierwsza z nich nale
y najprawdopo-
dobniej do interneuronów, druga mo
e odpowiada� populacji neuronów projek-
cyjnych.  

Metod� podwójnego znakowania immunocytochemicznego wykazano  
w trakcie dojrzewania przedmurza szczura kolokalizacj� syntazy tlenku azotu  
z parwalbumin� oraz z kalbindyn� [240]. Nie stwierdzono natomiast kolokaliza-
cji syntazy tlenku azotu z kalretynin�. Neurony podwójnie wyznakowane 
NOS/CB pojawiaj� si� wcze�niej (P4), podczas gdy neurony wykazuj�ce koloka-
lizacj� NOS/PV s� obecne po zako�czeniu drugiego tygodnia 
ycia. Populacje 
neuronów podwójnie znakowanych staj� si� liczniejsze wraz z wiekiem. Pod 
wzgl�dem morfologicznym wszystkie badane populacje odpowiadaj� neuronom 
niepiramidowym. 

W literaturze brak jest oceny rozwoju poł�cze� przedmurzowo-korowych 
w okresie prenatalnym. Mo
na przypuszcza�, 
e rozwój tych poł�cze� przebiega 
w sposób podobny do innych znanych tego rodzaju procesów zachodz�cych 
w OUN [38, 78, 157, 158, 200, 203, 227, 307, 308, 422]. Mo
na wyró
ni� trzy 
zasadnicze fazy rozwojowe: 1/ wzrostu i wydłu
ania aksonów, 2/ wytwarzania 
rozgał�zie� oraz 3/ tworzenia zako�cze� aksonalnych i wytwarzania poł�cze� 
synaptycznych.  

Ocena dojrzewania poł�cze� przedmurzowo-korowych w okresie pourodze-
niowym dokonana została u królika [234]. Stwierdzono zmniejszenie intensyw-
no�ci poł�cze� przedmurzowo-korowych, przejawiaj�ce si� zmniejszeniem g�-
sto�ci wyznakowanych neuronów projekcyjnych oraz zmniejszeniem ich całko-
witej liczby w trakcie dojrzewania, mog�ce odzwierciedla� proces dostosowania 
przedmurza do jego funkcji moduluj�cej w stosunku do kory mózgu. 

Jakkolwiek w literaturze brak jest dokładnego opisu zjawiska synaptogenezy 
w przedmurzu, to jednak mo
na zało
y�, 
e kształtowanie synaps przebiega 
w sposób zbli
ony do opisanego w innych strukturach o�rodkowego układu  
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nerwowego. Wytworzenie pierwszych poł�cze� synaptycznych przypada na 
okres poprzedzaj�cy urodzenie i wczesny okres pourodzeniowy [47]. Prawidło-
we funkcjonowanie układu synaptycznego wymaga osi�gni�cia dojrzało�ci przez 
wszystkie struktury synaptyczne oraz białka błony synaptycznej i błony p�che-
rzyka synaptycznego, a w�ród nich synaptobrewiny, syntaksyny, synaptotagminy 
oraz SNAP-25 (ang. synaptosome-associated protein) [21, 65, 179, 360, 434, 
435]. Białka te bior� udział w przył�czeniu p�cherzyka synaptycznego do błony 
presynaptycznej, przed uwolnieniem jego zawarto�ci do szczeliny synaptycznej 
[83, 231, 252, 385, 398, 434]. Ekspresja białka SNAP-25 rozpoczyna si� ju
 
w okresie 
ycia płodowego i osi�ga maksymalny poziom w okresie synaptoge-
nezy i dojrzewania komórek nerwowych, po zako�czeniu ich proliferacji i mi-
gracji [42, 45, 65, 297]. Zmiany ekspresji tego białka mog� stanowi� dobry wy-
znacznik procesu dojrzewania poł�cze� pomi�dzy strukturami OUN oraz kształ-
towania synaps.  

 

1.7.  Zasadnicze znaczenie czynno�ciowe przedmurza  

Pod wzgl�dem czynno�ciowym najistotniejsze wydaje si� zaanga
owanie 
przedmurza jako 1/ struktury kontroluj�cej aktywno�� licznych obszarów koro-
wych, poprzez system dwukierunkowych poł�cze�, 2/ struktury bior�cej udział 
w procesach tzw. integracji wielomodalnej, 3/ struktury, której zaburzenia czyn-
no�ci bioelektrycznej s� podło
em napadów padaczkowych.  

Funkcja przedmurza, jakkolwiek niewyja�niona do ko�ca, wydaje si� by� 
zwi�zana z trzema wymienionymi wy
ej zagadnieniami.  

 

1.7.1.  Funkcja kontrolna w stosunku do kory mózgu 
Zgodnie z rosn�c� ilo�ci� doniesie� na temat roli dwukierunkowych poł�-

cze� przedmurza z wieloma obszarami korowymi, wydaje si� coraz bardziej 
uzasadnione przyj�cie hipotezy o funkcji tej struktury jako układu kontroluj�ce-
go w stosunku do licznych obszarów korowych. Zgodnie z t� hipotez� przedmu-
rze działa na zasadzie sprz�
enia zwrotnego w stosunku do obszarów korowych, 
stanowi�c jednocze�nie rodzaj filtra ograniczaj�cego przepływ informacji przez 
odpowiednie obszary korowe.  

Neurony przedmurza reaguj� w sposób nieselektywny na ró
ne formy  
aktywno�ci ruchowej [423]. Zachodz�ce w ten sposób pobudzenie du
ej popu-
lacji neuronów przedmurza mo
e za po�rednictwem poł�cze� przedmurzowo-
korowych wywiera� efekt hamuj�cy na wielko�� pobudzenia neuronów  
ruchowych kory mózgu. Podobnie, po pobudzeniu kory wzrokowej, docho- 
dzi do aktywacji neuronów wzrokowej strefy projekcyjnej przedmurza i ich 
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oddziaływania wstecznego na neurony tej kory [267, 421]. Charakter tego od-
działywania mo
e by� hamuj�cy [419] lub pobudzaj�cy [458].  

Zgodnie z coraz liczniejszymi wynikami bada�, mo
na stwierdzi�, 
e poł�-
czenia przedmurzowo-korowe w swej wi�kszo�ci maj� charakter pobudzaj�cy. 
�wiadcz� o tym wyniki skojarzonych bada� immunocytochemicznych oraz 
przeprowadzonych przy pomocy wstecznego transportu aksonalnego, które nie 
wykazały w neuronach projekcyjnych obecno�ci typowych markerów neuronów 
hamuj�cych, jak białka wi�
�ce wap�, czy neuropeptydy. Wykazano w nich 
natomiast obecno�� glutaminianu i asparaginianu [377]. Sugeruje to, 
e w prze-
ciwie�stwie do dawniej rozpowszechnionych pogl�dów [419], bezpo�rednie 
działanie projekcji przedmurzowej na neurony korowe ma charakter pobudzaj�-
cy, a efekt hamowania musi by� osi�gany za po�rednictwem wł�czonych w ten 
układ hamuj�cych interneuronów korowych [458]. 

 

1.7.2.  Udział przedmurza w tzw. integracji wielomodalnej 
Wzrastaj�ca w ci�gu ostatnich kilku lat liczba publikacji wskazuje na rol� 

przedmurza w procesie tzw. integracji wielomodalnej [19, 61, 63, 85, 126]. Zja-
wisko to polega na zaanga
owaniu populacji neuronalnej przedmurza w proce-
sach pobudzenia licznych o�rodków zwi�zanych z percepcj� okre�lonych form 
informacji czuciowej, b�d ruchowej, a nawet wzrokowych bodców seksual-
nych [388]. Szczególne znaczenie ma aktywacja neuronów przedmurza informa-
cjami o charakterze sensorycznym – dotykowym, wzrokowym i słuchowym [19, 
63, 175], a tak
e pobudzenie na skutek aktywacji okre�lonych obszarów zwi�za-
nych z funkcj� ruchow�. Zaanga
owanie przedmurza w integracji wielomodalnej 
jest zrozumiałe bior�c pod uwag� wyst�powanie licznych poł�cze� przede 
wszystkim ze strukturami korowymi [79, 310, 312, 329, 402, 419, 428]. Obec-
no�� odpowiednich stref projekcyjnych ł�cz�cych si� z tymi obszarami została 
wykazana u bardzo wielu gatunków ssaków, w tym u człowieka [325, 328]. Cha-
rakterystyczny dla poszczególnych gatunków sposób nakładania si� stref projek-
cyjnych, a tak
e poł�czenia pojedynczych neuronów przedmurza z kilkoma ob-
szarami korowymi jednocze�nie, wykazane u niektórych gatunków [277, 311, 
312], tłumacz� anatomiczne uwarunkowania umo
liwiaj�ce zaanga
owanie 
przedmurza w procesie integracji wielomodalnej.  
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1.7.3.  Udział przedmurza w rozprzestrzenianiu pobudze� padacz-
kowych 

Przedmurze mo
e spełnia� funkcje struktury po�rednicz�cej w przekazywa-
niu i rozprzestrzenianiu czynno�ci napadowej ze struktur układu limbicznego do 
rozległych obszarów korowych [250, 314, 315, 474]. Odgrywa ono istotn� rol� 
zarówno w procesie tzw. kindlingu, jak i w rozprzestrzenianiu nieprawidłowych 
pobudze� powstałych na skutek kindlingu w ciele migdałowatym [418, 474]. 
Proces kindlingu w przedmurzu prowadzi do rozwoju uogólnionych, klonicz-
nych napadów padaczkowych [314, 315]. Dzi�ki rozległym poł�czeniom mog� 
by� one szybko rozprzestrzenione. Uwa
a si�, 
e przedmurze jest jednym z naj-
istotniejszych elementów ł�cz�cych struktury układu limbicznego z korowymi 
obszarami odpowiedzialnymi za uogólnienie czynno�ci padaczkowej.  
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2. CELE PRACY 

Przedmurze jest struktur� zwi�zan� z wieloma obszarami korowymi syste-
mem bogatych dwukierunkowych poł�cze�. Obok neuronów projekcyjnych, 
populacja neuronów przedmurza utworzona jest tak
e z bardzo zró
nicowanej 
pod wzgl�dem cech morfologicznych oraz charakterystyki immunocytochemicz-
nej subpopulacji interneuronów. Neurony te uzupełniaj� p�tl� przedmurzowo-
korow�, zapewniaj�c mo
liwo�ci modyfikowania i integrowania funkcji neuro-
nów projekcyjnych. Działanie to jest mo
liwe dzi�ki prawidłowemu funkcjono-
waniu układu synaptycznego mi�dzy dwiema wymienionymi populacjami komó-
rek nerwowych. Dojrzałe funkcjonowanie przedmurza jest wi�c mo
liwe po 
osi�gni�ciu dojrzało�ci czynno�ciowej przez: populacj� interneuronów, popula-
cj� neuronów projekcyjnych, układ synaptyczny. 

Wi�kszo�� danych dotycz�cych budowy i funkcjonowania przedmurza opar-
ta jest na wynikach bada� przeprowadzonych u osobników dojrzałych wielu 
gatunków ssaków. Zagadnienia rozwoju i dojrzewania populacji komórkowych 
przedmurza wyja�nione zostały dotychczas jedynie fragmentarycznie. Uzasadnia 
to prób� prze�ledzenia zmian morfologicznych zachodz�cych w przedmurzu 
w okresie pierwszych czterech miesi�cy 
ycia szczura. Podj�te badania maj� na 
celu ocen� zjawisk zachodz�cych w: 1/ populacji interneuronów zawieraj�cych 
wybrane neuromodulatory (neuropeptyd Y, somatostatyn�, wazoaktywny peptyd 
jelitowy oraz tlenek azotu) oraz białka wi�
�ce wap� (kalbindyn� D28k, kalrety-
nin�, parwalbumin�), wyst�puj�ce pojedynczo, jak i w odpowiednich kolokaliza-
cjach, 2/ populacji neuronów projekcyjnych przedmurza, zwi�zanych z kor� 
somatosensoryczn�, 3/ układzie synaptycznym. 

W zwi�zku z tym celem pracy jest próba uzyskania odpowiedzi na nast�pu-
j�ce pytania: 

 

1. W jakim stopniu przedmurze w chwili urodzenia jest struktur� ukształtowan� 
pod wzgl�dem cech morfologicznych tworz�cych je populacji komórkowych 
oraz ukształtowania neuropilu? 

2. Które z obserwowanych zmian w badanych populacjach komórkowych s� 
kontynuacj� procesów zapocz�tkowanych w okresie przedurodzeniowym, 
a które pojawiaj� si� w okresie pourodzeniowym? 

3. Czy w�ród badanych populacji komórkowych, zró
nicowanych pod wzgl�-
dem charakterystyki immunocytochemicznej, mo
na wskaza� ró
nice w dy-
namice dojrzewania w okresie postnatalnym? 
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4. Czy w�ród badanych populacji neuronalnych mo
na wskaza� typy wyró
nia-
j�ce si� współwyst�powaniem (kolokalizacj�) okre�lonych substancji? 

5. Czy w okresie obserwacji mo
na stwierdzi� wyst�powanie zmian jako�cio-
wych i ilo�ciowych w populacji neuronów projekcyjnych przedmurza? 

6. Czy na podstawie oceny charakteru zachodz�cych zmian w badanych popu-
lacjach komórkowych w okresie pourodzeniowym mo
na okre�li� moment 
osi�gni�cia dojrzało�ci morfologicznej przez badan� struktur�? 
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3. MATERIAŁ I METODY  

3.1.  Materiał 

Materiał badawczy stanowiła grupa 245 szczurów rasy Wistar, obojga płci, 
pochodz�cych z hodowli Instytutu Medycyny Pracy w Łodzi. Zastosowana pro-
cedura post�powania ze zwierz�tami była zgodna z zaleceniami Mi�dzynarodo-
wej Rady do Spraw Wiedzy o Zwierz�tach Laboratoryjnych (ICLAS) z 1974 
roku oraz zaleceniami Rady Europy nr 123 z 1986 roku [57]. Ponadto, projekt 
bada� uzyskał akceptacj� lokalnej Komisji do Spraw Etyki. Badane zwierz�ta 
podzielono na grupy wiekowe licz�ce od 5 do 7 sztuk. Do celów bada� immuno-
cytochemicznych wyodr�bniono grupy wiekowe: P0, P7, P14, P21, P28, P60, 
P90, P120 (P – dzie� 
ycia zwierz�cia). W cz��ci bada� opartych na metodzie 
wstecznego transportu aksonalnego zwierz�ta podzielono na grupy wiekowe: P7, 
P14, P21, P45, P90. Badania zawarto�ci białka synaptycznego SNAP-25 metod� 
Western Blottnig przeprowadzono w grupach wiekowych: P0, P2, P7, P10, P14, 
P21, P28, P60, P120.  

 

3.2.  Metody 

3.2.1.  Metody immunocytochemiczne 

Utrwalanie materiału  

Szczury znieczulano gł�boko przy pomocy podawanego dootrzewnowo pen-
tobarbitalu sodowego (Nembutal, w dawce 60 mg/kg wagi ciała), nast�pnie per-
fundowano przezsercowo 0,9% roztworem NaCl (od 50 do 250 ml, w zale
no�ci 
od wieku) z dodatkiem 5000 j.m. heparyny, a nast�pnie utrwalano 4% roztwo-
rem paraformaldehydu w buforze fosforanowym (PBS, pH 7,4) w ilo�ci od 100 
do 500 ml, w zale
no�ci od wieku. Po dekapitacji i wydobyciu z czaszki, mó-
zgowia umieszczano na okres 2 godzin w roztworze utrwalacza, a nast�pnie ko-
lejno w 15% i 30% roztworze sacharozy w 0,1 M roztworze buforu fosforano-
wego, przez 24 godziny. Nast�pnie mózgowia ci�to w płaszczynie czołowej na 
skrawki o grubo�ci 30 µm na kryostacie Jung CM1800 (Leica, Niemcy).  

Barwienia immunocytochemiczne  

Skrawki płukano w 0,01 M roztworze buforu fosforanowego (PBS) i inku-
bowano przez 1 godzin� w mieszaninie zawieraj�cej: 0,1% roztwór albuminy 
w surowicy wołowej (Sigma Chemical Company, USA), 10% roztwór surowicy 
koziej (Jackson ImmunoResearch, USA), 0,01% roztwór azydku sodowego oraz 
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0,05% roztwór thimerosalu. Skrawki inkubowano z przeciwciałami przeciw: 
neuropeptydowi Y, somatostatynie, wazoaktywnemu peptydowi jelitowemu lub 
przeciw białkom wi�
�cym wap�: kalbindynie D28k, parwalbuminie lub kalre-
tyninie przez noc w temperaturze pokojowej. Ponadto, w barwieniach podwój-
nych u
yto przeciwciała przeciw neuronalnej formie syntazy tlenku azotu. Spe-
cyfikacj� u
ytych przeciwciał przedstawiono w tabeli (tab. 1). Nast�pnie po wy-
płukaniu skrawków w 0,01 M roztworze PBS, inkubowano je z przeciwciałem 
wtórnym sprz�
onym z fitocyjanin� (FITC) lub indokarbocyjanin� (Cy3) przez 
1 godzin� w temperaturze pokojowej. Po wypłukaniu skrawków w 0,01 M roz-
tworze PBS, umieszczano je na szkiełkach podstawowych i po wysuszeniu przy-
krywano szkiełkami nakrywkowymi, stosuj�c Vectasheld (Vector Laboratories, 
Inc., USA). 

 
Tab. 1.  Przeciwciała pierwotne i wtórne u
yte do bada�. 
Tab. 1.  Primary and secondary antibodies used in the study. 
 

Przeciwciało 
Antibody 

Rozcie�czenie 
Concentration 

Producent 
Manufacturer 

Rabbit polyclonal antibody to 
Neuropeptide tyrosine (NPY) 1:500 Affiniti, W. Brytania 

Anti-Somatostatin polyclonal  
antibody (rabbit) 1:500 Euro-Diagnostica AB, Szwecja 

Vasoactive Intestinal Peptide  
(Anti-VIP) Polyclonal  
Antibody (rabbit) 

1:800 
Cappel, ICN Pharmaceuticals,  
Inc., USA 

Monoclonal Anti-Calbindin- 
D28k, Clone CB-955 (mouse) 1:1000 Sigma Chemical Company,  

USA 
Goat Anti-Calretinin Polyclonal 
Antibody  1:1000 Chemicon International,  

USA 
Monoclonal Anti-Parvalbumin 
Clone Parv-19 (mouse) 1:1000 Sigma-Aldrich Inc.,  

USA 
Monoclonal Anti-Nitric Oxide  
Synthase-Brain (bNOS) Clone  
NOS-B1 (mouse)* 

1:500 
Sigma Chemical Company,  
USA 

Cy3-conjugated goat anti-rabbit, 
goat anti-mouse, donkey  
anti-goat Antibodies 

1:800 
Jackson ImmunoResearch  
Laboratories Inc., USA 

Fluorescein (FITC)-conjugated  
goat anti-rabbit, goat anti-
mouse, donkey anti-goat Anti-
bodies 

1:800 

Jackson ImmunoResearch  
Laboratories Inc., USA 

* u
ywano jedynie w barwieniach podwójnych, w celu oceny kolokalizacji   
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W celu wykazania kolokalizacji wybranych neuropeptydów z białkami wi�-

�cymi wap� lub syntaz� tlenku azotu skrawki inkubowano z mieszanin� odpo-
wiednich przeciwciał w tych samych st�
eniach jak w barwieniach pojedyn-
czych.  

Kontrola swoisto�ci reakcji  

W celu sprawdzenia swoisto�ci reakcji immunocytochemicznej, skrawki 
poddawano opisanej wy
ej procedurze immunocytochemicznej, z pomini�ciem 
inkubacji z pierwotnym lub wtórnym przeciwciałem. W przypadku barwie� po-
dwójnych, w celu wykluczenia reakcji krzy
owej pomi�dzy u
ytymi w miesza-
ninie przeciwciałami pierwotnymi, a nieodpowiadaj�cymi im przeciwciałami 
wtórnymi, stosowano pomini�cie jednego z przeciwciał pierwotnych. Wszystkie 
próby potwierdziły swoisto�� reakcji immunocytochemicznych.  

 

3.2.2.  Metody oparte na wstecznym transporcie aksonalnym 

Procedura operacyjna podania znacznika fluorescencyjnego oraz przygotowa-
nie preparatów  

Zwierz�ta znieczulano mieszanin� ketaminy (Ketanest, 20 mg/kg wagi ciała) 
i ksylazyny (Sedazin, 3 mg/kg wagi ciała) w stosunku obj�to�ciowym 7:1 
w dawce 1 ml/kg wagi ciała. Zwierz�ta umieszczano w aparacie stereotaktycz-
nym. W warunkach aseptycznych nacinano skór� i odsłaniano powierzchni� 
ko�ci czaszki w okolicy ciemieniowej. Nast�pnie po nawierceniu otworu trepa-
nacyjnego nacinano opon� tward� i odsłaniano powierzchni� kory mózgu. Po 
wyznaczeniu współrz�dnych na podstawie atlasów stereotaktycznych [374, 375] 
umieszczano szklan� mikrokapilar� w korze okolicy somatosensorycznej na 
gł�boko�ci do 1,5 mm (ryc. 4, ryc. 32A). Nast�pnie podawano 3% wodny roz-
twór znacznika fluorescencyjnego Fluoro-Gold (Fluorochrome Inc., USA) przy 
pomocy strzykawki Hamiltona, umieszczonej w automatycznej pompie do mi-
kroiniekcji, poł�czonej z mikrokapilar� drenem polietylenowym (World Preci-
sion Instruments; Niemcy).  

Weryfikacji prawidłowego poło
enia mikrokapilary i miejsca iniekcji w ko-
rze somatosensorycznej dokonywano oceniaj�c budow� cytoarchitektoniczn� 
kory [500, 501], a tak
e sprawdzaj�c obecno�� wyznakowanych wstecznie neu-
ronów we wła�ciwych j�drach wzgórza. U ka
dego ze zwierz�t podano 2 �l roz-
tworu znacznika. Czas podania wynosił 10 minut. Po zako�czeniu iniekcji mi-
krokapilar� pozostawiano na miejscu przez 5 minut w celu ograniczenia wycieku 
znacznika przez miejsce uszkodzenia kory mózgu. Po usuni�ciu mikrokapilary  
i opanowaniu krwawienia ran� operacyjn� zamykano szwem ci�głym, w warun-
kach aseptycznych. Po operacji zwierz�ta pozostawiano w warunkach swobod-
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nego dost�pu do po
ywienia i wody przez okres 7 dni, a nast�pnie dokonywano 
perfuzji przezsercowej, zgodnie z uprzednio opisan� procedur�. Mózgowia po 
wyj�ciu z czaszek utrwalano dodatkowo zanurzaj�c na dwie godziny w 4% roz-
tworze paraformaldehydu, a nast�pnie odwadniano kolejno w 15% i 30% roz-
tworze sacharozy w 0,1 M roztworze buforu fosforanowego przez 24 godziny. 

Mózgowia krojono seryjnie w płaszczynie czołowej na skrawki o grubo�ci 
40 �m na kryostacie, układano na szkiełkach podstawowych i suszono. Co 10 
skrawek barwiono fioletem krezylowym. 
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3.2.3.  Badania jako�ciowe i półilo�ciowe 
Przedmiotem oceny jako�ciowej oraz półilo�ciowej były wybrane parametry 

morfologiczne, charakteryzuj�ce populacje neuronów pojedynczo znakowanych 
oraz wykazuj�cych kolokalizacje w barwieniach immunocytochemicznych. 
W ka
dej z badanych populacji neuronów, pojedynczo- lub podwójnie znakowa-
nych, oceniano takie cechy morfologiczne jak: stosunek wielko�ci cytoplazmy 
do wielko�ci j�dra komórkowego, ukształtowanie pocz�tkowych odcinków den-
drytów i aksonów oraz biegunowo�� neuronów. Ponadto, oceniano wybrane 
parametry morfologiczne neuropilu, jak: g�sto�� oraz intensywno�� jego znako-
wania, obecno�� 
ylakowato�ci i punktów immunoreaktywnych oraz wyznako-
wanych rozgał�zie�. W przypadku kolokalizacji, te same cechy oceniano w od-
niesieniu do podwójnie wyznakowanych składników neuropilu.  

O dojrzało�ci morfologicznej neuronów �wiadcz�: zwi�kszenie wzgl�dnej 
obj�to�ci cytoplazmy w stosunku do obj�to�ci j�dra komórkowego, pojawienie 
si� wysmukłych, pocz�tkowych odcinków włókien nerwowych, zmniejszenie 
udziału neuronów jednobiegunowych w całej badanej populacji. W przypadku 
oceny neuropilu, cechami �wiadcz�cymi o jego dojrzewaniu s�: zwi�kszaj�ca si� 
g�sto�� oraz intensywno�� znakowania, pojawienie si� lub zwi�kszenie ilo�ci 

ylakowato�ci oraz punktów immunoreaktywnych, pojawienie si� lub zwi�ksze-
nie ilo�ci wyznakowanych miejsc podziału włókien nerwowych.  

W celu dokonania porównywalnej oceny półilo�ciowej poszczególnych po-
pulacji neuronalnych przyj�to przedstawione poni
ej kryteria. W przypadku 
oceny biegunowo�ci neuronów rozró
niono typy morfologiczne komórek: jed-
nobiegunowych (w tabelach oznaczone cyfr� 1), dwubiegunowych (oznaczone 
cyfr� 2) oraz wielobiegunowych (oznaczone cyfr� 3). Oceniaj�c g�sto�� neuropi-
lu, stwierdzano: jego całkowity brak (–), nisk� g�sto�� (+) lub obecno�� dobrze 
rozwini�tego neuropilu (++). Oceniaj�c intensywno�� znakowania neuropilu 
stwierdzano: słab� intensywno�� (+) lub du
� intensywno�� znakowania (++).  
W przypadku oceny 
ylakowato�ci i punktów immunoreaktywnych, a tak
e wy-
znakowanych rozgał�zie�, wyró
niono ich brak (–) lub obecno�� (+). Oceniaj�c 
kolokalizacj� badanych substancji w ciałach neuronów stwierdzano jej brak (–) 
lub obecno�� (+).  

W przypadku neuronów wyznakowanych metod� wstecznego transportu ak-
sonalnego oceniano poło
enie strefy projekcyjnej w przedmurzu oraz cechy mor-
fologiczne dojrzewaj�cych neuronów.  

Ocen� jako�ciow� wyznakowanych wstecznie neuronów w przedmurzu,  
a tak
e wst�pn� ocen� jako�ciow� preparatów barwionych immunocytochemicz-
nie, przeprowadzono przy pomocy mikroskopu fluorescencyjnego Olympus  
B-X51 (Olympus, Japonia). 
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Zasadniczej oceny preparatów barwionych immunocytochemicznie dokona-
no u
ywaj�c mikroskopu fluorescencyjnego Eclipse E600 (Nikon, Japonia), 
współpracuj�cego z systemem konfokalnym MicroRadiance (Bio-Rad, W. Bry-
tania), wyposa
onym w laser argonowy – Argon Ion (25 mW). Laser ten przy 
zastosowaniu odpowiednich filtrów emituje �wiatło monochromatyczne o długo-
�ci fali 514 nm, wzbudzaj�ce znacznik Cy3 lub o długo�ci fali 488 nm wzbudza-
j�ce znacznik FITC. Dokumentacja materiału w postaci zdj�� została wykonana 
przy pomocy systemu LaserSharp 2000 v. 2.1 (Bio-Rad; W. Brytania) i progra-
mu graficznego LaserPix v. 4.0 (Bio-Rad; W. Brytania). Kontrola selektywno�ci 
wzbudzenia znaczników wykazała pozytywny wynik.  

 

3.2.4.  Metody morfometryczne 

Charakterystyka badanych parametrów 

Badania morfometryczne dotyczyły zarówno populacji interneuronów wy-
znakowanych metod� immunocytochemiczn�, jak i populacji neuronów projek-
cyjnych, znakowanych metod� wstecznego transportu aksonalnego.  

Ocen� ilo�ciow� przeprowadzono stosuj�c obiektywne metody morfome-
tryczne. Analiza ilo�ciowa w przypadku pojedynczych barwie� immunocyto-
chemicznych obejmowała ocen�: 1/ rozkładu kształtów neuronów, 2/ g�sto�ci 
numerycznej, 3/ wielko�ci pól przekroju neuronów. 

Badania ilo�ciowe populacji neuronów podwójnie znakowanych immunocy-
tochemicznie dotyczyły oceny: 1/ rozkładu kształtów neuronów, 2/ współczyn-
nika kolokalizacji, b�d�cego stosunkiem liczby podwójnie wyznakowanych neu-
ronów do wszystkich wyznakowanych neuronów w danej kombinacji barwie�, 
3/ stosunku liczby podwójnie wyznakowanych neuronów do pojedynczo wyzna-
kowanych neuronów w danej kombinacji barwie�, 4/ wielko�ci pól przekroju 
neuronów.  

Badania ilo�ciowe neuronów projekcyjnych, znakowanych metod� wstecz-
nego transportu aksonalnego we wszystkich grupach wiekowych obejmowały 
ocen�: 1/ rozkładu wyznakowanych neuronów w obr�bie strefy projekcyjnej,  
2/ rozkładu kształtów neuronów, 3/ g�sto�ci numerycznej. 

Ocena rozkładu kształtów neuronów wyznakowanych immunocytochemicznie 
oraz metod� wstecznego transportu aksonalnego 

Ocen� rozkładu kształtów neuronów przeprowadzono wykorzystuj�c skraw-
ki pochodz�ce z przedniej, �rodkowej i tylnej cz��ci przedmurza. W tym celu 
wybrano skrawki, na których pojawiały si� odpowiednio przekroje: spoidła 
wielkiego, spoidła przedniego i hipokampa. U osobnika dorosłego odpowiadaj� 
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one przekrojom mózgowia na poziomach wyznaczonych w stosunku do punktu 
bregma (B): B + 1,6 mm, B – 0,26 mm, B – 1,6 mm (ryc. 5) [375]. 

Po wyznaczeniu granic przedmurza w powi�kszeniu 4x, zmieniano wielko�� 
powi�kszenia na 40x i liczono komórki nerwowe o danym kształcie. W populacji 
interneuronów oraz neuronów projekcyjnych, rozró
niono pi�� typów kształtów 
komórek: wrzecionowate, owalne, okr�głe, trójk�tne, wieloboczne. W ka
dym 
przypadku analizowano populacj� zawieraj�c� przynajmniej 100 neuronów. Pro-
cedur� t� stosowano zarówno w przypadku barwie� pojedynczych jak i podwój-
nych.  

Badania przeprowadzono u
ywaj�c systemu do analizy stereologicznej 
(C.A.S.T. Grid system; Olympus, Dania). W celu uzupełnienia oceny morfolo-
gicznej rozró
niono dodatkowo neurony jedno-, dwu- i wielobiegunowe, chocia
 
ten podział nie został poddany ocenie ilo�ciowej.  

Ocena g�sto�ci numerycznej neuronów znakowanych immunocytochemicznie 
oraz metod� wstecznego transportu aksonalnego 

Oceny g�sto�ci neuronów dokonano na skrawkach zawieraj�cych przekroje 
przedmurza w cz��ci przedniej, �rodkowej i tylnej, ci�tych w płaszczynie czo-
łowej, u
ywaj�c systemu do analizy stereologicznej (C.A.S.T. Grid system; 
Olympus, Dania), wraz z oprogramowaniem, zainstalowanego na komputerze 
współpracuj�cym z mikroskopem BX-51 (Olympus, Japonia).  

Po wyznaczeniu granic obszaru zaj�tego przez przedmurze w powi�kszeniu 
4x, zmieniano wielko�� powi�kszenia na 40x i stosuj�c systematyczne losowe 
próbkowanie, przeprowadzano procedur� liczenia wyznakowanych ciał neuro-
nów w ramce próbkuj�cej, której poło
enie zmieniano automatycznie, ruchem 
meandrowym pokrywaj�c stały dla wszystkich skrawków odsetek powierzchni 
przekroju przedmurza.  

Ocena pól przekroju neuronów wyznakowanych immunocytochemicznie 

Oceny pól przekroju neuronów znakowanych metod� pojedynczych i po-
dwójnych barwie� immunocytochemicznych dokonano przy pomocy mikrosko-
pu fluorescencyjnego Eclipse E600 (Nikon, Japonia), współpracuj�cego z syste-
mem konfokalnym MicroRadiance (Bio-Rad, W. Brytania). W powi�kszeniu 
60x oceniano pola powierzchni przekroju neuronów stosuj�c oprogramowanie 
LaserPix v. 4.0 (Bio-Rad; W. Brytania). Wyznakowane neurony pochodziły  
z przedniej, �rodkowej oraz tylnej cz��ci przedmurza. W ka
dym przypadku 
pomiarów dokonano na populacji liczniejszej ni
 100 neuronów.  
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3.2.5.  Ocena zawarto�ci białka SNAP-25 metod� „Western blotting” 
W celu uzyskania tkanki nerwowej zwierz�ta u�miercano letaln� dawk� 

Nembutalu (60 mg/kg wagi ciała), a nast�pnie wydobywano mózgowia i krojono 
je w płaszczynie czołowej na skrawki grubo�ci 3–4 mm. Pod mikroskopem 
preparacyjnym w powi�kszeniu 12x izolowano tkank� nerwow� z okolicy 
przedmurza i zamra
ano do temperatury –80oC w celu przechowania. Nast�pnie 
po rozmro
eniu, przygotowan� tkank� homogenizowano w buforze z dodatkiem 
inhibitorów proteaz. St�
enie całkowite wyizolowanego białka oznaczano meto-
d� Lowry’ego.  

Do studzienek 
elu poliakrylamidowego nakładano próbki o takim samym 
st�
eniu całkowitym białka. Po rozdziale elektroforetycznym białka przenoszono 
z 
elu na błon� nitrocelulozow� za pomoc� transferu półsuchego. Prawidłowo�� 
transferu białek sprawdzano poprzez odwracalne barwienie membrany Ponceau 
S. Niespecyficzne miejsca wi�zania białek na błonie nitrocelulozowej blokowa-
no przez inkubacj� w roztworze odtłuszczonego mleka. Nast�pnie membran� 
inkubowano przez noc z mysimi monoklonalnymi przeciwciałami pierwotnymi 
przeciwko szczurzemu SNAP-25 (Chemicon International, USA) w rozcie�cze-
niu 1:1000. Po przemyciu membran� inkubowano z wtórnymi przeciwciałami 
króliczymi przeciwko przeciwciałom mysim sprz�
onymi z peroksydaz� chrza-
now� (Sigma, USA), w rozcie�czeniu 1:40000. Do uwidocznienia pr�
ków na 
kliszy autoradiograficznej u
ywano chemiluminescencyjnego substratu dla pe-
roksydazy chrzanowej (Pierce, USA). Po analizie wyników, przeciwciała usu-
wano z membrany (Restore Stripping Buffer, Pierce, USA).  

Cał� procedur� immunoblotingu i detekcji chemiluminescencyjnej powta-
rzano dla białka referencyjnego �-aktyny z innym zestawem przeciwciał. Jako 
przeciwciała pierwotne stosowano monoklonalne przeciwciała mysie przeciwko 
szczurzemu białku �-aktyny (Sigma, USA) w rozcie�czeniu 1:5000, natomiast 
jako przeciwciała wtórne u
yto przeciwciała królicze przeciwko przeciwciałom 
mysim sprz�
one z peroksydaz� chrzanow� (Sigma, USA) w rozcie�czeniu 
1:40000. 

W celu dokonania oceny ilo�ciowej uzyskanych wyników klisze autoradio-
graficzne skanowano, a uzyskane obrazy poddano ocenie densytometrycznej 
przy pomocy programu LaserPix v. 4.0 (Bio-Rad; W. Brytania). 

 

3.2.6.  Ocena statystyczna wyników  
Dane dotycz�ce liczebno�ci komórek w polach testowych, liczebno�ci komó-

rek nale
�cych do poszczególnych typów morfologicznych, lub parametrów 
morfologicznych neuronów zostały wprowadzone do arkusza kalkulacyjnego, 
gdzie dla ka
dego zwierz�cia obliczono �rednie charakteryzuj�ce dane populacje 
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neuronów, oraz sumaryczne liczby komórek w okre�lonych przedziałach klaso-
wych. 

Analizie statystycznej zostały poddane: 1/ dane zawieraj�ce �rednie warto�ci 
parametrów morfometrycznych oraz 2/ u�rednione (w danej grupie wiekowej) 
rozkłady liczby komórek w okre�lonych przedziałach klasowych. Ze wzgl�du na 
charakter analizowanych zjawisk oraz cz�sto wyst�puj�ce du
e ró
nice pomi�-
dzy wielko�ciami badanych parametrów wykonano analizy metodami niepara-
metrycznymi, niewymagaj�cymi spełnienia zało
e� normalno�ci rozkładów oraz 
równo�ci odchyle� standardowych. 

Wykonano dwie grupy analiz statystycznych. Pierwsza grupa dotyczyła ana-
lizy istotno�ci zmian zachodz�cych w szeregach czasowych (pomi�dzy badany-
mi grupami zwierz�t). Druga grupa analiz koncentrowała si� na ró
nicach po-
mi�dzy badanymi subpopulacjami neuronalnymi przedmurza, dotycz�c ogólnej 
ich charakterystyki (pomi�dzy badanymi populacjami neuronalnymi). 

Dane dotycz�ce liczebno�ci komórek w poszczególnych przedziałach klaso-
wych porównywano testem Chi kwadrat. Cz�sto�ci wyst�powania poszczegól-
nych kolokalizacji porównano testem Q dla frakcji.  

Dane dotycz�ce parametrów morfometrycznych komórek (g�sto��, wielko��) 
porównywano nieparametryczn� analiz� wariancji (testem Kruskala-Wallisa), 
lub te
, szczególnie dla oceny tendencji okre�lonych zjawisk, wykonywano test 
Jonckheera. 

W wi�kszo�ci badanych testów nie wykonywano tzw. testów niezaplanowa-
nych dla wskazania szczegółowych ró
nic pomi�dzy wszystkimi badanymi gru-
pami. Zdecydowano si� bowiem ograniczy� analizy do wskazania najbardziej 
istotnych dla danego parametru tendencji i zmian.  

Wszystkie analizy statystyczne wykonano w programie Statistica v. 6.0 
(Statsoft, Polska) oraz w arkuszu kalkulacyjnym z wykorzystaniem uprzednio 
przygotowanych procedur obliczeniowych, które zostały zaczerpni�te z pi�mien-
nictwa [496]. We wszystkich analizach przyj�to poziom istotno�ci p<0,05. 

Po wykonaniu analiz statystycznych ostateczne dane dotycz�ce �rednich 
i odchyle� standardowych warto�ci badanych parametrów w grupach wiekowych 
oraz liczebno�ci w poszczególnych przedziałach klasowych posłu
yły do wyko-
nania tabel i wykresów.  
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4. WYNIKI  

4.1.  Ocena morfologiczna dojrzewania populacji neuronów 
zawieraj�cych neuropeptydy w przedmurzu 

4.1.1.  Neuropeptyd Y  

Neurony zawieraj�ce neuropeptyd Y 

Neurony NPY-ir widoczne s� w całym badanym okresie. W pierwszym ty-
godniu s� to przewa
nie neurony o stosunkowo niewielkiej obj�to�ci cytopla-
zmy, z nielicznymi, poszerzonymi w pocz�tkowych cz��ciach wypustkami  
(ryc. 6). Po upływie czterech tygodni 
ycia zwi�ksza si� obj�to�� cytoplazmy 
oraz liczba wypustek odchodz�cych od ciała neuronu.  

W najmłodszej grupie wiekowej spotyka si� przewa
nie neurony jedno- 
i dwubiegunowe (tab. 2). W grupach wiekowych P4 – P21, wyst�puj� neurony 
o ró
nych typach morfologicznych – od jedno- do wielobiegunowych. Udział 
poszczególnych typów jest zró
nicowany, w zale
no�ci od wieku. Po upływie 
pierwszego miesi�ca 
ycia dominuj� neurony wielo- i dwubiegunowe. Ich prze-
waga utrzymuje si� do ko�ca okresu obserwacji. Od ciała neuronów odchodzi 
zazwyczaj od 2 do 5 dendrytów, dziel�cych si� dychotomicznie w dalszych od-
cinkach swego przebiegu. 

Ocena kształtów ciał komórek nerwowych wskazuje, 
e w grupie P0 wyst�-
puj� przewa
nie neurony owalne i wrzecionowate (ryc. 7A). Wszystkie posiada-
j� krótkie odcinki wyznakowanych wypustek. W grupie P4 zwi�ksza si� udział 
neuronów wielobocznych, a mniej jest komórek o kształcie wrzecionowatym. 
Widoczne s� dłu
sze odcinki wyznakowanych wypustek. W kolejnych grupach 
wiekowych dominuj� komórki o ciałach owalnych lub wrzecionowatych, najcz�-
�ciej o intensywnym zabarwieniu.  

Ocena g�sto�ci numerycznej neuronów NPY-ir wykazuje wzrost w ci�gu 
pierwszych dwóch tygodni 
ycia (ryc. 7B). Nast�pnie, zaznacza si� stabilizacja 
g�sto�ci neuronów, utrzymuj�ca si� do ko�ca okresu obserwacji. �rednia warto�� 
g�sto�ci numerycznej w tej populacji w całym badanym okresie wynosi 48 ±13 
neuronów na mm2. 

�rednie wielko�ci pól przekrojów neuronów NPY-ir wzrastaj� w ci�gu 
dwóch tygodni po urodzeniu (ryc. 7C). W dalszym okresie obserwacji nie wyka-
zuj� one istotnych ró
nic. �rednia warto�� pola przekroju neuronu w tej popula-
cji, w całym badanym okresie wynosi 147,8 ± 47,1 �m2. 
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Tab. 2.  Ocena jako�ciowa i półilo�ciowa wybranych parametrów morfologicznych 
neuronów oraz neuropilu przedmurza zawieraj�cych neuropeptyd Y. 

Tab. 2. Qualitative and semiquantitative assessment of the selected morphological pa-
rameters of the claustral neurons and neuropil immunoreactive to neuropep-
tide Y. 

 

Grupa 
wiekowa 

 
 

Age  
group 

Biegunowo��  
neuronów 

 
 

Neuronal  
polarity 

G�sto�� 
neuropilu 

 
 

Density  
of neuropil 

Intensywno�� 
znakowania  
neuropilu 

 
Intensity  

of neuropil  
staining 

�ylakowato�ci  
i punkty immuno-

reaktywne 
 

Varicosities and 
immunoreactive  

points 

Wyznakowane  
rozgał�zienia 

 
 

Immunoreactive  
ramifications 

P0 1, 2 + + + – 

P4 2, 1, 3 + + + – 

P7 2, 1, 3 + + + – 

P10 2, 1, 3 + + + + 

P14 2, 3, 1 + + + + 

P21 2, 3, 1 + + + + 

P28 3, 2 ++ ++ + + 

P60 3, 2 ++ ++ + + 

P120 3, 2 ++ ++ + + 

Obja�nienia oznacze� u�ytych w tabelach: 
Biegunowo�� neuronów: (1) – jednobiegunowe, (2) – dwubiegunowe, (3) – wielobiegunowe. 
G�sto�� neuropilu: (–) brak wyznakowania neuropilu, (+) niska g�sto�� neuropilu, (++) wysoka 
g�sto��, dobrze rozwini�ty neuropil. 
Intensywno�� znakowania neuropilu: (+) niska intensywno��, (++) wysoka intensywno�� znako-
wania. 
�ylakowato�ci i punkty immunoreaktywne: (–) niewidoczne, (+) obecne. 
Wyznakowane rozgał�zienia włókien nerwowych: (–) brak, (+) obecne. 

Explanations of the tables: 
Polarity of neurons: (1) – unipolar, (2) – bipolar, (3) – multipolar. 
Density of neuropil: (–) lack of neuropil staining, (+) low density of neuropil, (++) high density, 
well developed neuropil. 
Intensity of neuropil staining: (+) low intensity, (++) high intensity of staining.  
Varicosities and immunoreactive points: (–) lacking, (+) present. 
Immunostained ramifications of neuronal fibers: (–) lacking, (+) present.  
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Ryc. 7. Populacja neuronów NPY-ir w okresie obserwacji (P0 – P120): 
(A) rozkład kształtów neuronów;  
(B) �rednie warto�ci g�sto�ci numerycznej neuronów;  
(C) �rednie wielko�ci pól przekroju neuronów.  

Fig. 7. Population of NPY-ir neurons in the period of observation (P0 – P120): 
(A) distribution of neuronal shapes;  
(B) mean values of the numerical density of neurons;  
(C) mean values of the neuronal cross-section areas.  
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Neuropil zawieraj�cy neuropeptyd Y  

W grupie wiekowej P0 neuropil NPY-ir jest słabo rozwini�ty (ryc. 6). Two-
rz� go krótkie wypustki neuronów oraz bardzo nieliczne punkty immunoreak-
tywne. W kolejnych grupach wiekowych zaznacza si� stopniowy wzrost g�sto�ci 
wyznakowanych włókien i punktów immunoreaktywnych, jednak jest ona nadal 
mniejsza ni
 u osobników dorosłych (tab. 2). Mo
na zidentyfikowa� nieco dłu
-
sze odcinki wyznakowanych włókien. W dziesi�tym dniu po urodzeniu pojawia-
j� si� wyznakowane miejsca podziału włókien nerwowych. Włókna NPY-ir s� 
w tym okresie cienkie i posiadaj� 
ylakowato�ci.  

Po zako�czeniu pierwszego miesi�ca 
ycia g�sto�� neuropilu zawieraj�cego 
NPY nie ulega ju
 dalszemu wzrostowi. Immunoreaktywne włókna nerwowe 
tworz� g�st� sie� we wszystkich rejonach przedmurza. Wyst�puj� intensywnie 
wyznakowane punkty immunoreaktywne. Spotyka si� do�� liczne zako�czenia 
aksonów oraz włókna NPY-ir na powierzchni niewyznakowanych neuronów 
(ryc. 6). Intensywno�� wyznakowania neuropilu osi�ga maksimum w grupie 
wiekowej P28.  

Podsumowuj�c, zako�czenie zmian morfologicznych, zachodz�cych w cia-
łach neuronów oraz neuropilu wykazuj�cych immunoreaktywno�� w stosunku 
do NPY, ma miejsce w grupie wiekowej P28. 

 

4.1.2.  Somatostatyna  

Neurony zawieraj�ce somatostatyn� 

W grupach wiekowych P0 i P4, dominuj� neurony posiadaj�ce stosunkowo 
niewielk� obj�to�� cytoplazmy oraz krótkie i nieco poszerzone odcinki wyzna-
kowanych wypustek (ryc. 8). W kolejnych grupach wiekowych spotyka si� neu-
rony o zró
nicowanej intensywno�ci wyznakowania cytoplazmy, o liczniejszych, 
dłu
szych i zazwyczaj nieposzerzonych wypustkach.  

Oceniaj�c typy morfologiczne neuronów, w grupach wiekowych P0 i P4 
stwierdzono obecno�� dwu- i jednobiegunowych neuronów SOM-ir (tab. 3). Do 
ko�ca trzeciego tygodnia 
ycia spotyka si� neurony reprezentuj�ce wszystkie 
typy morfologiczne, o zró
nicowanym udziale, w zale
no�ci od wieku. Poczyna-
j�c od grupy P28 do ko�ca okresu obserwacji w badanej populacji wyst�puj� 
neurony dwu- lub wielobiegunowe.  
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Tab. 3.  Ocena jako�ciowa i półilo�ciowa wybranych parametrów morfologicznych 
neuronów i neuropilu przedmurza zawieraj�cych somatostatyn�. 

Tab. 3.  Qualitative and semiquantitative assessment of the selected morphological 
parameters of the claustral neurons and neuropil immunoreactive to soma-
tostatin. 

 

Grupa 
wiekowa 
 
 

Age  
group 

Biegunowo��  
neuronów 

 
 

Neuronal  
polarity 

G�sto��  
neuropilu 

 
 

Density  
of neuropil 

Intensywno�� 
znakowania  
neuropilu 

 
Intensity  

of neuropil  
staining 

�ylakowato�ci  
i punkty immuno- 

reaktywne 
 

Varicosities and 
immunoreactive 

points 

Wyznakowane 
rozgał�zienia 

 
 

Immunoreactive 
ramifications 

P0 2, 1 + + + – 

P4 2, 1 + + + + 

P7 2, 1, 3 + + + + 

P10 2, 1, 3 + + + + 

P14 2, 3, 1 + + + + 

P21 2, 3, 1 + + + + 

P28 2, 3 ++ ++ + + 

P60 2, 3 ++ ++ + + 

P120 2, 3 ++ ++ + + 

Udziały neuronów reprezentuj�cych badane kształty s� zró
nicowane w za-
le
no�ci od wieku. W grupie wiekowej P0 dominuj� neurony owalne, okr�głe 
lub wrzecionowate (ryc. 9A). Posiadaj� one bardzo krótkie wypustki. W kolejnej 
grupie (P4) zmniejsza si� udział neuronów okr�głych. Najliczniejsze s� komórki 
o ciałach owalnych i wrzecionowatych. W całym badanym okresie spotyka si� 
neurony reprezentuj�ce wszystkie badane kształty. Wraz z wiekiem, zwi�ksza si� 
udział neuronów wrzecionowatych i wielobocznych, przy jednoczesnym zmniej-
szaniu si� udziału neuronów okr�głych.  

G�sto�� neuronów SOM-ir wykazuje wysokie warto�ci w ci�gu całego okre-
su obserwacji (ryc. 9B). Nie zaobserwowano jednak istotnych zmian jej warto�ci 
w badanym okresie. �rednia warto�� g�sto�ci numerycznej w tej populacji  
w całym badanym okresie wynosi 80 ± 26 neuronów na mm2. 



Przemysław Kowia�ski 47

0%

20%

40%

60%

80%

100%

P0 P4 P7 P10 P14 P21 P28 P60 P120
grupy wiekowe

%
 n

eu
ro

nó
w

wieloboczne
trójk�tne
wrzecionowate
owalne
okr�głe

 
  (A) 

0

50

100

150

P0 P4 P7 P10 P14 P21 P28 P60 P120
grupy wiekowe

g�
st

o�
� 

[N
/m

m
²]

 
  (B) 

0

50

100

150

200

250

300

P0 P4 P7 P10 P14 P21 P28 P60 P120
grupy wiekowe

po
le

 p
rz

ek
ro

ju
 [�

m
²]

 
  (C) 
 
Ryc. 9. Populacja neuronów SOM-ir w okresie obserwacji (P0 – P120): 
(A) rozkład kształtów neuronów;  
(B) �rednie warto�ci g�sto�ci numerycznej neuronów;  
(C) �rednie wielko�ci pól przekroju neuronów.  

Fig. 9. Population of SOM-ir neurons in the period of observation (P0 – P120): 
(A) distribution of neuronal shapes;  
(B) mean values of the numerical density of neurons;  
(C) mean values of the neuronal cross-section areas.  
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Nie stwierdzono ró
nic w wielko�ci �rednich pól przekrojów neuronów 
SOM-ir w badanym okresie (ryc. 9C). �rednia warto�� pola przekroju neuronu 
w tej populacji w całym badanym okresie wynosi 137,9 ± 41,2 �m2. 

Neuropil zawieraj�cy somatostatyn� 

W grupie wiekowej P0 neuropil zawieraj�cy somatostatyn� jest bardzo słabo 
rozwini�ty (ryc. 8; tab. 3). Nielicznie wyst�puj� punkty immunoreaktywne. 
W przedziale obejmuj�cym grupy wiekowe P4 – P21 g�sto�� neuropilu zwi�ksza 
si� bardzo nieznacznie. Delikatne włókna SOM-ir s� wyznakowane na krótkich 
odcinkach. Sporadycznie spotyka si� wyznakowane rozgał�zienia włókien ner-
wowych. Pojawiaj� si� drobne 
ylakowato�ci na przebiegu włókien. W grupie 
P21 widoczna jest delikatna sie� wyznakowanych włókien oraz nieco liczniejsze 
ni
 poprzednio punkty immunoreaktywne. Poczynaj�c od grupy wiekowej P28 
ukształtowanie i zag�szczenie neuropilu SOM-ir osi�ga charakter spotykany  
u zwierz�t dojrzałych. Intensywno�� wyznakowania neuropilu staje si� najwi�k-
sza w grupie wiekowej P28.  

Podsumowuj�c, cało�� zmian morfologicznych obserwowanych w omawia-
nej populacji ko�czy si� w grupie wiekowej P28.  

 

4.1.3.  Wazoaktywny peptyd jelitowy  

Neurony zawieraj�ce wazoaktywny peptyd jelitowy 

Neurony zawieraj�ce VIP wyst�puj� w przedmurzu przez cały badany okres. 
W przedziale grup P0 – P10 bardzo cz�sto spotyka si� neurony maj�ce poszerzo-
ne pocz�tkowe odcinki wypustek (ryc. 10). Ciała tych neuronów charakteryzuj� 
si� stosunkowo niewielk� obj�to�ci� cytoplazmy. W okresie obserwacji zwi�ksza 
si� intensywno�� znakowania ciał komórek nerwowych oraz wzrasta obj�to�� 
cytoplazmy. Widoczne s� przewa
nie w�skie, pocz�tkowe odcinki wypustek.  

Ocena typów morfologicznych neuronów wykazuje obecno�� komórek jed-
no- i dwubiegunowych w grupie P0 (tab. 4). W dalszym przedziale czasu, obej-
muj�cym grupy P4 – P21, spotyka si� ju
 neurony o zró
nicowanej liczbie bie-
gunów, jednak ich udział jest odmienny od udziału w populacji dojrzałej. 
W grupach wiekowych P28 – P120 przewa
aj� neurony wielo- i dwubiegunowe.  

W�ród neuronów zawieraj�cych VIP, w badanym okresie, zaznacza si� 
przewaga komórek nerwowych o kształcie owalnym, wrzecionowatym lub okr�-
głym (ryc. 11A). Bardzo nieliczne s� neurony trójk�tne i wieloboczne.  
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Tab. 4.  Ocena jako�ciowa i półilo�ciowa wybranych parametrów morfologicznych 
 neuronów i neuropilu przedmurza zawieraj�cych wazoaktywny peptyd jelitowy. 
Tab. 4.  Qualitative and semiquantitative assessment of the selected morphological 

parameters of the claustral neurons and neuropil immunoreactive to vasoactive 
intestinal peptide. 

 
Grupa 

wiekowa 
 
 

Age  
group 

Biegunowo�� 
neuronów 

 
 

Neuronal 
polarity 

G�sto�� 
neuropilu 

 
 

Density 
of neuropil 

Intensywno��  
znakowania  
neuropilu 

 
Intensity  

of neuropil 
staining 

�ylakowato�ci  
i punkty immuno-

reaktywne 
 

Varicosities and 
immunoreactive 

points 

Wyznakowane 
rozgał�zienia 

 
 

Immunoreactive 
ramifications 

P0 1, 2 + + + – 

P4 1, 2, 3 + + + + 

P7 2, 3, 1 + + + + 

P10 2, 3, 1 + + + + 

P14 2, 3, 1 + + + + 

P21 3, 2, 1 + + + + 

P28 3, 2 + ++ + + 

P60 3, 2 ++ ++ + + 

P120 3, 2 ++ ++ + + 

 

Ocena g�sto�ci numerycznej neuronów VIP-ir wykazuje przej�ciowy wzrost, 
osi�gaj�cy maksymaln� warto�� w grupie wiekowej P21 (ryc. 11B). �rednia 
warto�� g�sto�ci numerycznej w tej populacji w całym badanym okresie wynosi 
33 ± 11 neuronów na mm2. 

Warto�ci �rednich pól przekrojów neuronów VIP-ir nie wykazuj� istotnych 
zmian w badanym okresie (ryc. 11C). �rednia warto�� pola przekroju neuronu 
w tej populacji w całym badanym okresie wynosi 123,7 ± 35,8 �m2. 

Neuropil zawieraj�cy wazoaktywny peptyd jelitowy 

W grupie P0 neuropil tworz� nieliczne, bardzo krótkie i rzadko rozmiesz-
czone włókna, a tak
e nieliczne punkty immunoreaktywne (ryc. 10).  
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Ryc. 11. Populacja neuronów VIP-ir w okresie obserwacji (P0 – P120): 
(A) rozkład kształtów neuronów;  
(B) �rednie warto�ci g�sto�ci numerycznej neuronów;  
(C) �rednie wielko�ci pól przekroju neuronów.  

Fig. 11. Population of VIP-ir neurons in the period of observation (P0 – P120): 
(A) distribution of neuronal shapes;  
(B) mean values of the numerical density of neurons;  
(C) mean values of the neuronal cross-section areas.  
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W kolejnych grupach wiekowych g�sto�� neuropilu zwi�ksza si� stopniowo. 
Uwidacznia si� coraz wi�cej punktów immunoreaktywnych. Widoczne s� coraz 
dłu
sze odcinki wyznakowanych włókien nerwowych. Na ich przebiegu staj� si� 
widoczne drobne 
ylakowato�ci. Poczynaj�c od grupy wiekowej P4 spotyka si� 
wyznakowane rozgał�zienia. W grupie P60 g�sto�� neuropilu osi�ga charakter 
spotykany u zwierz�t dojrzałych (tab. 4). Neuropil tworz� bardzo delikatne 
włókna oraz punkty immunoreaktywne. W grupach wiekowych P60 i P120 zna-
leziono zako�czenia aksonalne oraz włókna VIP-ir poło
one na powierzchni 
niewyznakowanych ciał komórek nerwowych (ryc. 10).  

Intensywno�� wyznakowania neuropilu jest najsłabsza we wczesnym okresie 
dojrzewania (grupy P0 – P4) i wzrasta stopniowo w kolejnych grupach wieko-
wych (P7 – P21). Najwi�ksz� intensywno�� wyznakowania neuropilu obserwuje 
si� w po upływie czterech tygodni 
ycia zwierz�cia.  

 

4.2.  Ocena morfologiczna dojrzewania populacji neuronów 
zawieraj�cych białka wi���ce wap� w przedmurzu 

4.2.1.  Kalbindyna D28k  

Neurony zawieraj�ce kalbindyn� D28k 

Neurony zawieraj�ce kalbindyn� D28k znajduj� si� w przedmurzu szczura 
ju
 w dniu urodzenia. W ci�gu pierwszego tygodnia 
ycia (grupy P0 – P7) ob-
serwuje si� neurony o mniejszej intensywno�ci znakowania ni
 w starszych gru-
pach wiekowych (ryc. 12). Charakteryzuj� si� one niewielk� obj�to�ci� cytopla-
zmy, a tak
e poszerzonymi pocz�tkowymi odcinkami wypustek.  

Ocena typów morfologicznych wskazuje na wyst�powanie neuronów jedno- 
i dwubiegunowych w grupie P0 (tab. 5). W kolejnych grupach wiekowych  
(P4 – P14) reprezentowane s� wszystkie typy morfologiczne, przy czym zmniej-
sza si� udział neuronów jednobiegunowych. Po upływie trzech tygodni 
ycia 
przewa
aj� neurony wielo- i dwubiegunowe. 

Ocena kształtów neuronów CB-ir wskazuje na przewa
aj�cy udział komórek 
o ciałach owalnych i wrzecionowatych we wszystkich grupach wiekowych  
(ryc. 13A). W młodszych grupach (P0 – P14) najliczniejsze s� neurony wrzecio-
nowate.  
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Tab. 5.  Ocena jako�ciowa i półilo�ciowa wybranych parametrów morfologicznych 
neuronów i neuropilu przedmurza zawieraj�cych kalbindyn� D28k. 

Tab. 5.  Qualitative and semiquantitative assessment of the selected morphological 
parameters of the claustral neurons and neuropil immunoreactive to calbindin 
D28k. 

 
Grupa 

wiekowa 
 
 

Age 
 group 

Biegunowo��  
neuronów 

 
 

Neuronal 
polarity 

G�sto�� 
neuropilu 

 
 

Density  
of neuropil 

Intensywno�� 
znakowania  
neuropilu 

 
Intensity  

of neuropil 
staining 

�ylakowato�ci  
i punkty immuno-

reaktywne 
 

Varicosities and 
immunoreactive  

points 

Wyznakowane 
rozgał�zienia 

 
 

Immunoreactive 
ramifications 

P0 1, 2 + + – – 

P4 1, 2, 3 + + + + 

P7 2, 1, 3 + + + + 

P10 2, 1, 3 + ++ + + 

P14 2, 3, 1 + ++ + + 

P21 3, 2 + ++ + + 

P28 3, 2 ++ ++ + + 

P60 3, 2 ++ ++ + + 

P120 3, 2 ++ ++ + + 

 

Po upływie trzech tygodni zwi�ksza si� udział neuronów o kształcie owal-
nym. Ponadto, wyst�puj� neurony reprezentuj�ce pozostałe kształty.  

Ocena g�sto�ci numerycznej neuronów CB-ir wykazuje charakterystyczny 
przebieg w badanym okresie. W dwóch najmłodszych grupach wiekowych g�-
sto�� neuronów CB-ir jest wysoka (ryc. 13B). W przedziale czasu obejmuj�cym 
grupy P7 – P10 wyst�puje spadek g�sto�ci neuronów CB-ir, po którym zaznacza 
si� przej�ciowy wzrost oraz osi�gni�cie warto�ci spotykanych u osobników doj-
rzałych. �rednia warto�� g�sto�ci numerycznej w tej populacji w całym badanym 
okresie wynosi 37 ± 8 neuronów na mm2. 

Nie stwierdza si� zmian warto�ci �rednich pól przekrojów neuronów CB-ir  
w badanym okresie (ryc. 13C). �rednia warto�� pola przekroju neuronu w tej 
populacji w całym badanym okresie wynosi 134,5 ± 39,5 �m2. 
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Ryc. 13. Populacja neuronów CB-ir w okresie obserwacji (P0 – P120): 
(A) rozkład kształtów neuronów; 
(B) �rednie warto�ci g�sto�ci numerycznej neuronów;  
(C) �rednie wielko�ci pól przekroju neuronów.  

Fig. 13. Population of CB-ir neurons in the period of observation (P0 – P120): 
(A) distribution of neuronal shapes;  
(B) mean values of the numerical density of neurons;  
(C) mean values of the neuronal cross-section areas.  
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Neuropil zawieraj�cy kalbindyn� D28k  

W ci�gu pierwszego tygodnia 
ycia zwierz�cia neuropil CB-ir jest słabo 
rozwini�ty, jednak mo
na wyró
ni� rzadko uło
one, do�� krótkie odcinki wy-
znakowanych włókien i niezbyt liczne ziarnisto�ci (ryc. 12). Spotyka si� nielicz-
ne, wyznakowane miejsca podziału włókien. Do ko�ca pierwszego miesi�ca 

ycia (P10 – P28) zachodzi stopniowy wzrost g�sto�ci neuropilu (tab. 5). Wi-
doczne s� fragmenty nieco grubszych włókien oraz coraz liczniejsze punkty im-
munoreaktywne. Po upływie pierwszego miesi�ca 
ycia g�sto�� immunoreak-
tywnego neuropilu nie ulega dalszym zmianom i ma cechy spotykane u osobni-
ków dorosłych. Neuropil jest utworzony przez długie, rozgał�zione włókna 
i delikatne punkty immunoreaktywne. Intensywno�� znakowania neuropilu jest 
wysoka ju
 w grupie wiekowej P10.  

Cało�� zmian morfologicznych, obserwowanych w badanym okresie, pro-
wadzi do powstania dojrzałej populacji neuronów oraz neuropilu CB-ir w grupie 
wiekowej P28.  

 

4.2.2.  Kalretynina  

Neurony zawieraj�ce kalretynin� 

W pierwszym tygodniu 
ycia spotyka si� neurony CR-ir o poszerzonych po-
cz�tkowych odcinkach wypustek oraz o stosunkowo małej ilo�ci cytoplazmy 
(ryc. 14). W kolejnych grupach wiekowych wyst�puj� neurony o wi�kszej za-
warto�ci cytoplazmy oraz bardziej wysmukłych pocz�tkowych odcinkach wypu-
stek.  

Oceniaj�c typy morfologiczne neuronów CR-ir stwierdza si� wyst�powanie 
komórek jedno-, dwu- i wielobiegunowych w ci�gu trzech pierwszych tygodni 

ycia (tab. 6). Udział poszczególnych typów zmienia si� z wiekiem. Dojrzało�� 
morfologiczna przejawiaj�ca si� stabilizacj� udziału typów morfologicznych 
neuronów wielo- i dwubiegunowych jest osi�gana po upływie czterech tygodni 

ycia.  

Ocena kształtów ciał neuronów CR-ir wskazuje, 
e w całym badanym okre-
sie najliczniej reprezentowane s� komórki owalne i wrzecionowate (ryc. 15A). 
Mniej liczne s� neurony o innych kształtach ciał komórkowych.  

G�sto�� numeryczna neuronów CR-ir wzrasta w ci�gu trzech pierwszych ty-
godni 
ycia (ryc. 15B). Nie wykazano istotnych zmian warto�ci tego parametru 
w dalszym okresie obserwacji. �rednia warto�� g�sto�ci numerycznej w tej po-
pulacji w całym badanym okresie wynosi 34 ± 10 neuronów na mm2.  
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Tab. 6.  Ocena jako�ciowa i półilo�ciowa wybranych parametrów morfologicznych neu-
 ronów i neuropilu przedmurza zawieraj�cych kalretynin�. 
Tab. 6.  Qualitative and semiquantitative assessment of the selected morphological 

parameters of the claustral neurons and neuropil immunoreactive to calretinin. 
 

Grupa 
wiekowa 

 
 

Age  
group 

Biegunowo��  
neuronów 

 
 

Neuronal 
polarity 

G�sto�� 
neuropilu 

 
 

Density  
of neuropil 

Intensywno�� 
znakowania  
neuropilu 

 
Intensity  

of neuropil  
staining 

�ylakowato�ci  
i punkty immuno-

reaktywne 
 

Varicosities and 
immunoreactive  

points 

Wyznakowane 
rozgał�zienia 

 
 

Immunoreactive 
ramifications 

P0 1, 2, 3 + + + + 

P4 2, 1, 3 + + + + 

P7 2, 1, 3 + + + + 

P10 2, 3, 1 + + + + 

P14 2, 3, 1 + + + + 

P21 2, 3, 1 + + + + 

P28 3, 2 ++ ++ + + 

P60 3, 2 ++ ++ + + 

P120 3, 2 ++ ++ + + 

 

Nie stwierdzono zmian warto�ci �rednich pól przekrojów neuronów CR-ir 
w badanym okresie (ryc. 15C). �rednia warto�� pola przekroju neuronu w tej 
populacji w całym badanym okresie wynosi 138,3 ± 46,1 �m2. 

Neuropil zawieraj�cy kalretynin� 

W grupach wiekowych P0 i P4 neuropil jest bardzo słabo rozwini�ty i zło
o-
ny przewa
nie z bardzo nielicznych, wyznakowanych na krótkich odcinkach 
włókien z 
ylakowato�ciami oraz z punktów immunoreaktywnych (ryc. 14). 
Miejsca podziału włókien s� widoczne po raz pierwszy w grupie P0 (tab. 6). 
G�sto�� neuropilu zwi�ksza si� w okresie obserwacji. Jest ona najwi�ksza po 
upływie czwartego tygodnia 
ycia. Neuropil zbudowany jest z długich odcinków 
wyznakowanych włókien, zawieraj�cych bardzo drobne 
ylakowato�ci. W gru-
pach P60 i P120 napotkano do�� licznie wyst�puj�ce zako�czenia aksonalne oraz 
włókna CR-ir na powierzchni niewyznakowanych neuronów (ryc. 14). Inten-
sywno�� znakowania neuropilu zawieraj�cego CR wzrasta w ci�gu czterech 
pierwszych tygodni 
ycia. 

Zako�czenie zmian morfologicznych zwi�zanych z dojrzewaniem tej popu-
lacji neuronów ma miejsce po upływie czwartego tygodnia 
ycia. 
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Ryc. 15. Populacja neuronów CR-ir w okresie obserwacji (P0 – P120): 
(A) rozkład kształtów neuronów;  
(B) �rednie warto�ci g�sto�ci numerycznej neuronów;  
(C) �rednie wielko�ci pól przekroju neuronów. 

Fig. 15. Population of CR-ir neurons in the period of observation (P0 – P120): 
(A) distribution of neuronal shapes;  
(B) mean values of the numerical density of neurons;  
(C) mean values of the neuronal cross-section areas.  
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4.2.3.  Parwalbumina  

Neurony zawieraj�ce parwalbumin� 

Neurony zawieraj�ce parwalbumin� pojawiaj� si� w przedmurzu w 10 dniu 
po urodzeniu. W grupach wiekowych P10 – P21 spotyka si� przewa
nie neurony 
o stosunkowo du
ej zawarto�ci cytoplazmy, a tak
e o poszerzonych pocz�tko-
wych odcinkach wypustek (ryc. 16). W starszych grupach wiekowych neurony 
PV-ir cechuj� si� wi�ksz� ni
 poprzednio obj�to�ci� cytoplazmy, a tak
e bardziej 
wysmukłymi pocz�tkowymi odcinkami wypustek.  

Ocena typów morfologicznych neuronów zawieraj�cych PV wskazuje na 
przewag� komórek dwubiegunowych w drugim i trzecim tygodniu (grupy P10 – 
P21; tab. 7). W dalszym okresie obserwacji (grupy P28 – P120) spotyka si� naj-
cz��ciej neurony wielo- lub dwubiegunowe.  

W grupach P10 i P14 spotyka si� neurony o kształtach ciał komórkowych 
przewa
nie owalnych, wrzecionowatych lub okr�głych (ryc. 17A). Komórki 
nerwowe o takich kształtach dominuj� w omawianej populacji podczas całego 
okresu obserwacji. Ponadto, wraz z wiekiem, zaznacza si� wzrost udziału neuro-
nów wielobocznych.  

G�sto�� neuronów PV-ir wzrasta w ci�gu drugiego i trzeciego tygodnia 
ycia 
zwierz�cia (ryc. 17B). Po upływie trzech tygodni g�sto�� numeryczna osi�ga 
warto�ci spotykane u osobników dojrzałych. �rednia warto�� g�sto�ci nume-
rycznej w tej populacji w całym badanym okresie wynosi 50 ± 16 neuronów na 
mm2. 

Wyniki badania �rednich warto�ci pól przekrojów neuronów PV-ir nie wy-
kazuj� zmian w badanym okresie 
ycia zwierz�cia (ryc. 17C). �rednia warto�� 
pola przekroju neuronu w tej populacji w całym badanym okresie wynosi 148,4 
± 43,4 �m2. 

Neuropil zawieraj�cy parwalbumin� 

W przedziale grup wiekowych P0 – P7 nie stwierdza si� obecno�ci wyzna-
kowanego neuropilu. W grupie wiekowej P10 rzadko spotyka si� krótkie odcinki 
wyznakowanych włókien i nieliczne punkty immunoreaktywne. W kolejnych 
grupach wiekowych nast�puje wzrost zag�szczenia neuropilu (ryc. 16; tab. 7). 
Uwidaczniaj� si� pojedyncze rozgał�zienia włókien nerwowych. Dojrzały  
charakter ukształtowania immunoreaktywny neuropil osi�ga po upływie pierw-
szego miesi�ca 
ycia. Włókna nerwowe s� wyznakowane na dłu
szych odcin-
kach. Cz��ciej obserwuje si� ich wyznakowane rozgał�zienia. S� to przewa
nie 
miejsca ich pierwszego, a nieco rzadziej drugiego podziału. Zwracaj� uwag� 
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zako�czenia aksonów PV-ir oraz włókna nerwowe rozmieszczone wokół ciał 
niewyznakowanych komórek w grupach P60 i P120 (ryc. 16). 
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Tab. 7.  Ocena jako�ciowa i półilo�ciowa wybranych parametrów morfologicznych 
neuronów i neuropilu przedmurza zawieraj�cych parwalbumin�. 

Tab. 7.  Qualitative and semiquantitative assessment of the selected morphological 
parameters of the claustral neurons and neuropil immunoreactive to parvalbu-
min. 

 

Grupa 
wiekowa 

 
 

Age  
group 

Biegunowo��  
neuronów 

 
 

Neuronal 
polarity 

G�sto�� 
neuropilu 

 
 

Density  
of neuropil 

Intensywno�� 
znakowania  
neuropilu 

 
Intensity  

of neuropil  
staining 

�ylakowato�ci  
i punkty immuno-

reaktywne 
 

Varicosities and 
immunoreactive 

points 

Wyznakowane 
rozgał�zienia 

 
 

Immunoreactive  
ramifications 

P0  –  – – 

P4  –  – – 

P7  –  – – 

P10 2, 1 + ++ + – 

P14 2, 1, 3 + ++ + + 

P21 2, 3, 1 + ++ + + 

P28 3, 2 ++ ++ + + 

P60 3, 2 ++ ++ + + 

P120 3, 2 ++ ++ + + 

 
 

Proces dojrzewania morfologicznego tej populacji neuronalnej dobiega ko�-
ca po upływie czterech tygodni 
ycia szczura. 
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Ryc. 17. Populacja neuronów PV-ir w okresie obserwacji (P0 – P120): 
(A) rozkład kształtów neuronów; 
(B) �rednie warto�ci g�sto�ci numerycznej neuronów;  
(C) �rednie wielko�ci pól przekroju neuronów.  

Fig. 17. Population of PV-ir neurons in the period of observation (P0 – P120): 
(A) distribution of neuronal shapes;  
(B) mean values of the numerical density of neurons;  
(C) mean values of the neuronal cross-section areas.  
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4.3.  Podsumowanie wyników dotycz�cych wyst�powania  
neuropeptydów oraz białek wi���cych wap� w neuronach 
przedmurza w okresie dojrzewania 

Stosuj�c pojedyncze barwienia immunocytochemiczne wykazano obecno�� 
wszystkich trzech badanych neuropeptydów w neuronach przedmurza, w okresie 
dojrzewania (tab. 8). Spo�ród trzech badanych białek wi�
�cych wap�, dwa – 
kalbindyna D28k oraz kalretynina, wyst�puj� w całym badanym okresie. 
Parwalbumina pojawia si� w neuronach przedmurza dopiero w dziesi�tym dniu 
po urodzeniu.  

Porównanie g�sto�ci numerycznych w badanych populacjach neuronów wy-
kazuje zró
nicowan� dynamik� ich dojrzewania. W przypadku neuronów zawie-
raj�cych badane neuropeptydy, wykazano wzrost g�sto�ci w populacjach NPY- 
oraz VIP-ir, podczas gdy populacja neuronów SOM-ir nie wykazuje istotnych 
zmian g�sto�ci w badanym okresie. W populacjach zawieraj�cych białka wi�
�ce 
wap� stwierdzono wzrost g�sto�ci neuronów zawieraj�cych kalretynin� oraz 
parwalbumin�. G�sto�� neuronów CB-ir wykazuje przej�ciowe zmniejszenie  
w drugim tygodniu 
ycia.  

Porównanie �rednich warto�ci g�sto�ci numerycznej, w całym badanym 
okresie, dla poszczególnych populacji, wykazuje istotn� ró
nic� mi�dzy g�sto-
�ci� neuronów zawieraj�cych somatostatyn�, a g�sto�ciami neuronów zawieraj�-
cych wazoaktywny peptyd jelitowy, kalbindyn� i kalretynin�. 

W najwcze�niejszym okresie dojrzewania przedmurza (grupy P0 i P4) war-
to�ci g�sto�ci numerycznej neuronów SOM-ir s� wi�ksze od odpowiednich war-
to�ci g�sto�ci neuronów VIP-ir. W tym samym czasie warto�ci g�sto�ci nume-
rycznej neuronów CB-ir s� wy
sze od odpowiednich warto�ci g�sto�ci w popu-
lacji neuronów CR-ir. Ocena typów morfologicznych we wszystkich populacjach 
zawieraj�cych badane substancje wykazuje najwi�kszy udział komórek dwubie-
gunowych i wielobiegunowych. S� to najcz��ciej neurony o kształtach owalnych 
i wrzecionowatych.  

Wzrost warto�ci �rednich pól przekrojów neuronów, w okresie obserwacji, 
wyst�puje jedynie w populacji zawieraj�cej neuropeptyd Y. �rednie warto�ci pól 
przekroju neuronów w populacjach zawieraj�cych neuropeptydy oraz białka 
wi�
�ce wap�, w całym badanym okresie, nie wykazuj� istotnych ró
nic.  
We wszystkich badanych populacjach stwierdzono wzrost g�sto�ci oraz inten-
sywno�ci znakowania neuropilu w okresie dojrzewania przedmurza.  
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Tab. 8.  Wyst�powanie badanych neuropeptydów oraz białek wi�
�cych wap� w neuro-
nach przedmurza w okresie dojrzewania.  

Tab. 8.  Occurrence of the studied neuropeptides and calcium binding proteins in the 
claustral neurons during maturation. 

 
Grupa 
wie-
kowa 
 

Age 
group 

Neuropeptyd Y 
 

 
 
Neuropeptide Y 

Somatostatyna 
 

 
 

Somatostatin 

Wazoaktywny 
peptyd 

jelitowy 
 

Vasoactive 
intestinal 
peptide 

Kalbindyna 
D28k 

 
 

Calbindin 
D28k 

Kalretynina 
 
 
 

Calretinin 

Parwalbumina 
 
 
 

Parvalbumin 

P0 � � � � � – 

P4 � � � � � – 

P7 � � � � � – 

P10 � � � � � � 

P14 � � � � � � 

P21 � � � � � � 

P28 � � � � � � 

P60 � � � � � � 

P120 � � � � � � 

 

Obja�nienia oznacze� u�ytych w tabelach: 
(–) brak znakowania immunocytochemicznego neuronów;  
(�) obecno�� znakowania immunocytochemicznego;  
(�) wyst�powanie cech dojrzało�ci morfologicznej badanej populacji neuronów przedmurza. 

Explanations of the tables: 
(–) lack of immunocytochemical staining of neurons;  
(�) presence of immunocytochemical staining of neurons;  
(�) occurrence of the features of morphological maturation in the studied population of claustral    
       neurons. 

 

Podsumowuj�c, pełny obraz dojrzało�ci morfologicznej w zakresie ukształ-
towania ciał komórek nerwowych oraz neuropilu, w wi�kszo�ci badanych popu-
lacji wyst�puje po upływie czterech tygodni 
ycia. W przypadku populacji neu-
ronów zawieraj�cych wazoaktywny peptyd jelitowy, jest on obserwowany pó-
niej (grupa P60).  
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4.4.  Kolokalizacja neuropeptydów z białkami wi���cymi 
wap� lub syntaz� tlenku azotu w okresie dojrzewania 
przedmurza 

4.4.1.  Kolokalizacje z udziałem neuropeptydu Y 

Kolokalizacja neuropeptydu Y i kalbindyny D28k 

Neurony zawieraj�ce neuropeptyd Y oraz kalbindyn� D28k  

Obecno�� neuronów podwójnie znakowanych w tym typie kolokalizacji 
stwierdzono po raz pierwszy w grupie P4 (ryc. 18; tab. 9).  

W pierwszym i drugim tygodniu 
ycia najliczniej wyst�puj� neurony dwu-  
i jednobiegunowe. Po upływie dwóch tygodni najcz��ciej spotyka si� neurony 
dwu- i wielobiegunowe. Taki rozkład typów morfologicznych wyst�puje do 
ko�ca okresu obserwacji.  

Ocena kształtów neuronów podwójnie znakowanych wykazuje du
e zró
ni-
cowanie w okresie obserwacji (ryc. 19A). Najliczniej reprezentowane s� komór-
ki o ciałach owalnych i wrzecionowatych. Zwraca uwag� wzrost odsetka neuro-
nów wielobocznych.  

W tym typie kolokalizacji obserwowany jest wzrost odsetka neuronów po-
dwójnie wyznakowanych (ryc. 19B). Trwa on do ko�ca trzeciego tygodnia 
ycia 
(P21), a nast�pnie warto�� odsetka neuronów podwójnie znakowanych stabilizu-
je si�. Najwy
sza warto�� odsetka neuronów podwójnie wyznakowanych w ba-
danym okresie nie przekracza 32%. Odsetek neuronów podwójne znakowanych 
stanowi maksymalnie do 47% wszystkich neuronów NPY-ir oraz do 52% 
wszystkich neuronów CB-ir (ryc. 19C). 

�rednie warto�ci pól przekrojów neuronów podwójnie znakowanych nie wy-
kazuj� wzrostu w badanym okresie obserwacji (ryc. 19D). �rednia warto�� pola 
przekroju neuronu w tej populacji w całym badanym okresie wynosi 159,3 ± 
35,3 �m2. 
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Tab. 9.  Ocena jako�ciowa i półilo�ciowa wybranych parametrów morfologicznych 
neuronów i neuropilu przedmurza wykazuj�cych kolokalizacj� NPY/CB. 

Tab. 9.  Qualitative and semiquantitative assessment of the selected morphological 
parameters of the claustral neurons and neuropil revealing colocalization 
NPY/CB. 

 

Grupa 
wieko-

wa 
 
 

Age 
group 

Kolokalizacja  
w ciałach  
neuronów 

 
 
Colocalization  

in neuronal 
bodies 

Bieguno-
wo�� 

neuronów 
 
 

Neuronal 
polarity 

G�sto�� 
neuropilu 

 
 
 

Density of 
neuropil 

Intensyw-
no�� zna-
kowania 
neuropilu 

 
Intensity of  

neuropil  
staining 

�ylakowato�ci  
i punkty  
immuno- 

reaktywne 
 

Varicosities 
and immuno-

reactive points 

Wyznako-
wane  

rozgał�zienia 
 
 

Immuno-
reactive 

ramifications 

P0 –  –  – – 

P4 + 2, 1 –  – – 

P7 + 2, 1, 3 –  – – 

P10 + 2, 1, 3 –  – – 

P14 + 2, 3 + + + – 

P21 + 2, 3 + ++ + + 

P28 + 2, 3 + ++ + + 

P60 + 2, 3 + ++ + + 

P120 + 2, 3 + ++ + + 

 

Obja�nienia oznacze� u�ytych w tabelach: 
Kolokalizacja: (–) brak kolokalizacji, (+) obecna kolokalizacja. 
Biegunowo�� neuronów: (1) – jednobiegunowe, (2) – dwubiegunowe, (3) – wielobiegunowe. 
G�sto�� neuropilu: (–) brak wyznakowania neuropilu, (+) niska g�sto�� neuropilu, (++) wysoka 
g�sto��, dobrze rozwini�ty neuropil. 
Intensywno�� znakowania neuropilu: (+) niska intensywno��, (++) wysoka intensywno�� znako-
wania. 
�ylakowato�ci i punkty immunoreaktywne: (–)  niewidoczne, (+) obecne. 
Wyznakowane rozgał�zienia włókien nerwowych: (–) brak, (+) obecne. 

Explanations of the tables: 
Colocalization: (–) lacking colocalization, (+) presence of colocalization.  
Polarity of neurons: (1) unipolar, (2) bipolar, (3) multipolar. 
Density of neuropil: (–) lack of neuropil staining, (+) low density of neuropil, (++) high density, 
well developed neuropil. 
Intensity of neuropil staining: (+) low intensity, (++) high intensity of staining.  
Varicosities and immunoreactive points: (–) lacking, (+) present. 
Immunostained ramifications of neuronal fibers: (–) lacking, (+) present. 
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Ryc. 19. Kolokalizacja NPY i CB (NPY/CB) w neuronach przedmurza w okresie obser-
wacji:  (A) rozkład kształtów neuronów NPY/CB-ir; (B) �rednie warto�ci współczynnika 
kolokalizacji w populacji neuronów NPY/CB-ir. 

Fig. 19. Colocalization of NPY and CB (NPY/CB) in claustral neurons during studied 
period: (A) distribution of shapes in the population of NPY/CB-ir neurons; (B) mean 
values of the colocalization coefficient in the population of NPY/CB-ir neurons.  
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Ryc. 19. (ci�g dalszy) Kolokalizacja NPY i CB (NPY/CB) w neuronach przedmurza  
w okresie obserwacji: (C) warto�ci stosunku liczby neuronów podwójnie znakowanych 
NPY/CB do wszystkich pojedynczo znakowanych neuronów NPY- oraz CB-ir; (D) �red-
nie wielko�ci pól przekroju neuronów NPY/CB-ir. 

Fig. 19.  (continued) Colocalization of NPY and CB (NPY/CB) in claustral neurons dur-
ing studied period: (C) ratio of the number of NPY/CB-ir neurons to all single-labeled 
NPY- and CB-ir neurons; (D) mean values of the neuronal cross-section areas of 
NPY/CB-ir neurons.  
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Neuropil zawieraj�cy neuropeptyd Y oraz kalbindyn� D28k 

Podwójnie znakowane włókna w tym typie kolokalizacji pojawiaj� si� dopie-
ro po upływie dwóch tygodni po urodzeniu (ryc. 18).  

G�sto�� podwójnie wyznakowanego neuropilu jest niewielka i nie zmienia 
si� w okresie obserwacji (tab. 9). Widoczne s� bardzo cienkie, podwójnie zna-
kowane włókna. Miejsca podziału włókien nerwowych w tym typie kolokalizacji 
staj� si� widoczne po upływie trzech tygodni. Do�� liczne s� podwójnie wyzna-
kowane punkty immunoreaktywne. Maksymalna intensywno�� znakowania neu-
ropilu wyst�puje w grupie P21.  

Kolokalizacja neuropeptydu Y i kalretyniny 

Neurony zawieraj�ce neuropeptyd Y oraz kalretynin�  

Wyst�powanie obu badanych substancji w ciałach komórek nerwowych 
przedmurza stwierdzono po raz pierwszy w grupie wiekowej P7 (ryc. 20;  
tab. 10).  

Ocena zró
nicowania typów morfologicznych neuronów wskazuje na wyst�-
powanie komórek jedno-, dwu- i wielobiegunowych w drugim i trzecim tygo-
dniu 
ycia. W póniejszym okresie spotyka si� najcz��ciej neurony dwu- i wie-
lobiegunowe.  

Ocena kształtów ciał komórek nerwowych wskazuje na ich du
e zró
nico-
wanie i brak zdecydowanej dominacji neuronów o okre�lonym kształcie w bada-
nej populacji (ryc. 21A). W grupie wiekowej P7 zaobserwowano jedynie neuro-
ny owalne i wrzecionowate. W kolejnych grupach wiekowych wzrasta zró
ni-
cowanie kształtów neuronów, jednak najliczniej reprezentowane s� nadal neuro-
ny owalne oraz wrzecionowate. 

Kolokalizacja NPY/CR jest bardzo nieliczna. Współczynnik kolokalizacji 
osi�ga maksymaln� warto�� 9,5% w badanym okresie (ryc. 21B). Warto�� tego 
współczynnika wzrasta w okresie obserwacji. Neurony podwójnie znakowane 
stanowi� maksymalnie do 14% wszystkich neuronów NPY-ir oraz do 22% 
wszystkich neuronów CR-ir (ryc. 21C).  

�rednie warto�ci pól przekrojów neuronów podwójnie wyznakowanych nie 
wykazuj� istotnych ró
nic w badanym okresie (ryc. 21D). �rednia warto�� pola 
przekroju neuronu w tej populacji w całym badanym okresie wynosi 144,8 ± 
37,8 �m2. 
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Tab. 10. Ocena jako�ciowa i półilo�ciowa wybranych parametrów morfologicznych 
neuronów i neuropilu przedmurza wykazuj�cych kolokalizacj� NPY/CR. 

Tab. 10. Qualitative and semiquantitative assessment of the selected morphological 
parameters of the claustral neurons and neuropil revealing colocalization 
NPY/CR. 

 
Grupa 
wieko-

wa 
 
 

Age 
group 

Kolokalizacja 
w ciałach 
neuronów 

 
 

Colocalization  
in neuronal 

bodies 

Bieguno-
wo��  

neuronów 
 
 

Neuronal  
polarity 

G�sto��  
neuropilu 

 
 
 

Density of 
neuropil 

Intensyw-
no�� zna-
kowania  
neuropilu 

 
Intensity of  

neuropil  
staining 

�ylakowato�ci  
i punkty  
immuno- 

reaktywne 
 

Varicosities 
and immuno-

reactive points 

Wyznako-
wane  

rozgał�zienia 
 
 

Immuno-
reactive 

ramifications 

P0 –  –  – – 

P4 –  –  – – 

P7 + 2, 1, 3 –  – – 

P10 + 2, 1, 3 –  – – 

P14 + 2, 1, 3 + + + – 

P21 + 2, 3, 1 + + + + 

P28 + 2, 3 + ++ + + 

P60 + 2, 3 + ++ + + 

P120 + 2, 3 + ++ + + 

 

 

Neuropil zawieraj�cy neuropeptyd Y oraz kalretynin�  

Podwójnie wyznakowane włókna w tym typie kolokalizacji s� bardzo nie-
liczne i zostały zaobserwowane w grupie P14 (tab. 10).  

G�sto�� podwójnie wyznakowanego neuropilu jest niewielka i nie ulega 
zmianie w okresie obserwacji. Widoczne s� bardzo krótkie odcinki podwójnie 
wyznakowanych włókien nerwowych oraz nieliczne punkty immunoreaktywne 
(ryc. 20). Miejsca ich podziału s� bardzo nieliczne i pojawiaj� si� w grupie wie-
kowej P21.  

Intensywno�� znakowania neuropilu w tym typie kolokalizacji wzrasta  
w ci�gu pierwszych czterech tygodni 
ycia.  
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 (B) 

 
Ryc. 21. Kolokalizacja NPY i CR (NPY/CR) w neuronach przedmurza w okresie obser-
wacji: (A) rozkład kształtów neuronów NPY/CR-ir; (B) �rednie warto�ci współczynnika 
kolokalizacji w populacji neuronów NPY/CR-ir. 

Fig. 21. Colocalization of NPY and CR (NPY/CR) in claustral neurons during studied 
period: (A) distribution of shapes in the population of NPY/CR-ir neurons; (B) mean 
values of the colocalization coefficient in the population of NPY/CR-ir neurons.  
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 (D) 

 

Ryc. 21. (ci�g dalszy) Kolokalizacja NPY i CR (NPY/CR) w neuronach przedmurza  
w okresie obserwacji: (C) warto�ci stosunku liczby neuronów podwójnie znakowanych 
NPY/CR do wszystkich pojedynczo znakowanych neuronów NPY- oraz CR-ir;  
(D) �rednie wielko�ci pól przekroju neuronów NPY/CR-ir.  

Fig. 21. (continued) Colocalization of NPY and CR (NPY/CR) in claustral neurons dur-
ing studied period: (C) ratio of the number of NPY/CR-ir neurons to all single-labeled 
NPY- and CR-ir neurons; (D) mean values of the neuronal cross-section areas of 
NPY/CR-ir neurons.  
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Kolokalizacja neuropeptydu Y i parwalbuminy  

Neurony zawieraj�ce neuropeptyd Y oraz parwalbumin� 

Neurony podwójnie znakowane w tym typie kolokalizacji pojawiaj� si� do-
piero w grupie wiekowej P14 (ryc. 22; tab. 11).  

W grupie wiekowej P14 wyst�puj� wszystkie typy morfologiczne neuronów. 
W kolejnych grupach przewa
aj� neurony wielo- i dwubiegunowe.  

Ocena kształtów neuronów wykazuje du
e zró
nicowanie w omawianej po-
pulacji. Przewa
aj� komórki owalne i wrzecionowate (ryc. 23A), przy czym 
udział tych ostatnich zwi�ksza si� w badanym okresie. Licznie reprezentowane 
s� pozostałe kształty ciał komórek nerwowych.  

Warto�� współczynnika kolokalizacji w omawianym typie w ci�gu badanego 
okresu si�ga 9% (ryc. 23B). Nie stwierdza si� istotnych zmian warto�ci tego 
współczynnika w badanym okresie.  

Maksymalna warto�� stosunku neuronów podwójnie znakowanych NPY/PV 
do wszystkich neuronów NPY-ir wynosi 15%, a odpowiednia warto�� stosunku 
do wszystkich neuronów PV-ir wynosi 14% (ryc. 23C).  

Nie stwierdzono ró
nic mi�dzy �rednimi warto�ciami pól przekrojów neuro-
nów podwójnie wyznakowanych w badanym okresie (ryc. 23D). �rednia warto�� 
pola przekroju neuronu w tej populacji w całym badanym okresie wynosi 175,5 
± 42,3 �m2. 

Neuropil zawieraj�cy neuropeptyd Y oraz parwalbumin�  

Po upływie drugiego tygodnia 
ycia (P14) pojawiaj� si� podwójnie znako-
wane włókna, widoczne na krótkich odcinkach, z nielicznymi rozgał�zieniami 
oraz nieliczne punkty immunoreaktywne (ryc. 22). W starszych grupach wieko-
wych (P60 i P120) podwójnie wyznakowane fragmenty włókien nerwowych s� 
nieco dłu
sze. 

G�sto�� podwójnie znakowanego neuropilu jest niewielka i nie zmienia si� 
w trakcie dojrzewania (tab. 11). Intensywno�� znakowania neuropilu w omawia-
nym typie kolokalizacji wzrasta w ci�gu pierwszych czterech tygodni 
ycia. 
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Tab. 11. Ocena jako�ciowa i półilo�ciowa wybranych parametrów morfologicznych 
neuronów i neuropilu przedmurza wykazuj�cych kolokalizacj� NPY/PV. 

Tab. 11. Qualitative and semiquantitative assessment of the selected morphological 
parameters of the claustral neurons and neuropil revealing colocalization 
NPY/PV. 

 
Grupa 
wieko-

wa 
 
 

Age 
group 

Kolokalizacja 
w ciałach 
neuronów 

 
 

Colocalization  
in neuronal 

bodies 

Bieguno-
wo��  

neuronów 
 
 

Neuronal 
polarity 

G�sto�� 
neuropilu 

 
 
 

Density of 
neuropil 

Intensyw-
no�� zna-
kowania  
neuropilu 

 
Intensity of  

neuropil  
staining 

�ylakowato�ci  
i punkty  
immuno-

reaktywne 
 

Varicosities 
and immuno-

reactive points 

Wyznako-
wane  

rozgał�zienia 
 
 

Immuno-
reactive 

ramifications 

P0 –  –  – – 

P4 –  –  – – 

P7 –  –  – – 

P10 –  –  – – 

P14 + 2, 3, 1 + + + + 

P21 + 3, 2 + + + + 

P28 + 3, 2 + ++ + + 

P60 + 3, 2 + ++ + + 

P120 + 3, 2 + ++ + + 
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(B) 

 
Ryc. 23. Kolokalizacja NPY i PV (NPY/PV) w neuronach przedmurza w okresie obser-
wacji: (A) rozkład kształtów neuronów NPY/PV-ir; (B) �rednie warto�ci współczynnika 
kolokalizacji w populacji neuronów NPY/PV-ir. 

Fig. 23. Colocalization of NPY and PV (NPY/PV) in claustral neurons during studied 
period: (A) distribution of shapes in the population of NPY/PV-ir neurons; (B) mean 
values of the colocalization coefficient in the population of NPY/PV-ir neurons.  
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(D) 

 
Ryc. 23. (ci�g dalszy) Kolokalizacja NPY i PV (NPY/PV) w neuronach przedmurza  
w okresie obserwacji: (C) warto�ci stosunku liczby neuronów podwójnie znakowanych 
NPY/PV do wszystkich pojedynczo znakowanych neuronów NPY- oraz PV-ir; (D) �red-
nie wielko�ci pól przekroju neuronów NPY/PV-ir. 

Fig. 23.  (continued) Colocalization of NPY and PV (NPY/PV) in claustral neurons dur-
ing studied period: (C) ratio of the number of NPY/PV-ir neurons to all single-labeled 
NPY- and PV-ir neurons; (D) mean values of the neuronal cross-section areas of 
NPY/PV-ir neurons.  



Wyniki 78 

Kolokalizacja neuropeptydu Y i syntazy tlenku azotu 

Neurony zawieraj�ce neuropeptyd Y oraz syntaz� tlenku azotu  

Neurony podwójnie znakowane wykazuj�ce obecno�� tej kolokalizacji wi-
doczne s� w przedmurzu przez cały okres obserwacji (ryc. 24; tab. 12).  

We wszystkich grupach wiekowych przewa
aj� neurony dwubiegunowe. 
W grupach wiekowych P0 – P10 s� obecne neurony reprezentuj�ce wszystkie 
typy morfologiczne. Po upływie dwóch tygodni 
ycia najcz��ciej spotyka si� 
neurony dwu- i wielobiegunowe.  

Pod wzgl�dem kształtów ciał komórek nerwowych w całym badanym okre-
sie zaznacza si� przewaga neuronów owalnych i wrzecionowatych (ryc. 25A). 
Ponadto, wzrasta udział neuronów wielobocznych.  
 
Tab. 12. Ocena jako�ciowa i półilo�ciowa wybranych parametrów morfologicznych 

neuronów i neuropilu przedmurza wykazuj�cych kolokalizacj� NPY/NOS. 
Tab. 12. Qualitative and semiquantitative assessment of the selected morphological 

parameters of the claustral neurons and neuropil revealing colocalization 
NPY/NOS. 

 
Grupa 
wieko-

wa 
 

 
Age 

group 

Kolokalizacja 
w ciałach 
neuronów 

 
 

Colocalization 
in neuronal 

bodies 

Bieguno-
wo��  

neuronów  
 

 
Neuronal 
polarity 

G�sto�� 
neuropilu 

 
 
 

Density of 
neuropil 

Intensyw-
no�� zna-
kowania 
neuropilu 

 
Intensity of  

neuropil  
staining 

�ylakowato�ci  
i punkty  
immuno-

reaktywne 
 

Varicosities 
and immuno-

reactive points 

Wyznako-
wane  

rozgał�zienia 
 

 
Immuno-
reactive 

ramifications 

P0 + 2, 3, 1 ++ + – + 

P4 + 2, 3, 1 ++ + + + 

P7 + 2, 3, 1 ++ + + + 

P10 + 2, 3, 1 ++ + + + 

P14 + 2, 3 ++ + + + 

P21 + 2, 3 ++ ++ + + 

P28 + 2, 3 ++ ++ + + 

P60 + 2, 3 ++ ++ + + 

P120 + 2, 3 ++ ++ + + 
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Ryc. 25. Kolokalizacja NPY i NOS (NPY/NOS) w neuronach przedmurza w okresie 
obserwacji: (A) rozkład kształtów neuronów NPY/NOS-ir; (B) �rednie warto�ci współ-
czynnika kolokalizacji w populacji neuronów NPY/NOS-ir. 

Fig. 25. Colocalization of NPY and NOS (NPY/NOS) in claustral neurons during studied 
period: (A) distribution of shapes in the population of NPY/NOS-ir neurons; (B) mean 
values of the colocalization coefficient in the population of NPY/NOS-ir neurons.  
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(D) 

 
Ryc. 25. (ci�g dalszy) Kolokalizacja NPY i NOS (NPY/NOS) w neuronach przedmurza 
w okresie obserwacji: (C) warto�ci stosunku liczby neuronów podwójnie znakowanych 
NPY/NOS do wszystkich pojedynczo znakowanych neuronów NPY- oraz NOS-ir;  
(D) �rednie wielko�ci pól przekroju neuronów NPY/NOS-ir.  

Fig. 25. (continued) Colocalization of NPY and NOS (NPY/NOS) in claustral neurons 
during studied period: (C) ratio of the number of NPY/NOS-ir neurons to all single-
labeled NPY- and NOS-ir neurons; (D) mean values of the neuronal cross-section areas 
of NPY/NOS-ir neurons.  
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W omawianym typie kolokalizacji wyst�puje wzrost warto�ci współczynnika 
kolokalizacji w ci�gu pierwszych czterech dni 
ycia (grupy P0, P4; ryc. 25B). 
Maksymalna warto�� współczynnika kolokalizacji w badanym okresie jest wy-
soka i wynosi 65%. Warto�� odsetka neuronów podwójnie wyznakowanych  
w stosunku do wszystkich neuronów NPY-ir si�ga 67%. W stosunku do wszyst-
kich neuronów NOS-ir warto�� odsetka neuronów podwójnie znakowanych 
osi�ga 95% (ryc. 25C).  

�rednie warto�ci pól przekroju neuronów podwójnie znakowanych wzrasta-
j�, osi�gaj�c maksimum w grupie P14 (ryc. 25D). �rednia warto�� pola przekro-
ju neuronu w tej populacji w całym badanym okresie wynosi 181,9 ± 48,1 �m2. 

Neuropil zawieraj�cy neuropeptyd Y oraz syntaz� tlenku azotu  

Podwójnie wyznakowane fragmenty włókien oraz ich rozgał�zienia obser-
wuje si� ju
 w grupie P0 (ryc. 24). G�sto�� podwójnie wyznakowanych włókien 
nerwowych oraz punktów immunoreaktywnych jest wysoka w ci�gu całego 
okresu obserwacji (tab. 12). S� widoczne długie odcinki grubych, podwójnie 
wyznakowanych włókien, z liczniejszymi miejscami podziału, a tak
e liczne 
punkty immunoreaktywne.  

Intensywno�� znakowania neuropilu wzrasta w ci�gu pierwszych trzech ty-
godni 
ycia. 

 

4.4.2.  Kolokalizacje z udziałem somatostatyny 

Kolokalizacja somatostatyny i kalbindyny D28k 

Neurony zawieraj�ce somatostatyn� i kalbindyn� D28k  

Podwójnie wyznakowane neurony w tej populacji zaobserwowano po raz 
pierwszy w grupie wiekowej P7.  

Oceniaj�c typy morfologiczne neuronów wykazano w grupach wiekowych 
P7 oraz P10 obecno�� komórek jedno-, dwu- i wielobiegunowych (ryc. 26; tab. 
13). W dalszym okresie dojrzewania spotyka si� przede wszystkim neurony 
dwu- i wielobiegunowe. Ostateczne ukształtowanie typów morfologicznych  
w tej populacji zachodzi po upływie czterech tygodni 
ycia, kiedy zaznacza si� 
przewaga neuronów wielobiegunowych.  

W omawianym typie kolokalizacji, we wszystkich grupach wiekowych, 
przewa
aj� neurony o kształcie owalnym i wrzecionowatym (ryc. 27A). Neurony 
o innych kształtach stanowi� niewielki odsetek tej populacji.  
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W badanym okresie obserwuje si� wzrost warto�ci współczynnika kolokali-
zacji (ryc. 27B). Najwy
sza jego warto�� wynosi 31%. Odsetek neuronów po-
dwójnie znakowanych osi�ga maksymaln� warto�� 50% wszystkich neuronów 
SOM-ir, a jednocze�nie 46% neuronów CB-ir (ryc. 27C).  

Nie stwierdza si� ró
nic pomi�dzy warto�ciami �rednich pól przekrojów neu-
ronów podwójnie znakowanych w badanym okresie (ryc. 27D). �rednia warto�� 
pola przekroju neuronu w tej populacji w całym badanym okresie wynosi 156,8 
± 39,7 �m2. 

Neuropil zawieraj�cy somatostatyn� i kalbindyn� D28k  

Podwójnie wyznakowane, krótkie fragmenty włókien nerwowych pojawiaj� 
si� w grupie wiekowej P10 (ryc. 26; tab. 13). Do�� rzadko obserwuje si� miejsca 
podziałów wyznakowanych włókien. Niezbyt licznie wyst�puj� punkty immuno-
reaktywne. G�sto�� podwójnie wyznakowanego neuropilu jest niewielka w ca-
łym badanym okresie dojrzewania.  
 

Tab. 13. Ocena jako�ciowa i półilo�ciowa wybranych parametrów morfologicznych 
neuronów i neuropilu przedmurza wykazuj�cych kolokalizacj� SOM/CB. 

Tab. 13. Qualitative and semiquantitative assessment of the selected morphological 
parameters of the claustral neurons and neuropil revealing colocalization 
SOM/CB. 

 
Grupa  
wieko-

wa 
 

 
Age  

group 

Kolokalizacja 
w ciałach 
neuronów 

 
 
Colocalization  

in neuronal 
bodies 

Bieguno-
wo�� 

 neuronów 
 
 

Neuronal  
polarity 

G�sto��  
neuropilu 

 
 
 

Density of  
neuropil 

Intensyw-
no�� zna- 
kowania  
neuropilu 

 
Intensity of  

neuropil  
staining 

�ylakowato�ci  
i punkty  
immuno-

reaktywne 
 

Varicosities 
and immuno-

reactive points 

Wyznako- 
wane  

rozgał�zienia 
 
 

Immuno- 
reactive  

ramifications 

P0 –  –  – – 

P4 –  –  – – 

P7 + 2, 1, 3 –  – – 

P10 + 2, 3, 1 + + + + 

P14 + 2, 3 + + + + 

P21 + 2, 3 + + + + 

P28 + 3, 2 + ++ + + 

P60 + 3, 2 + ++ + + 

P120 + 3, 2 + ++ + + 
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Ryc. 27. Kolokalizacja SOM i CB (SOM/CB) w neuronach przedmurza w okresie ob-
serwacji: (A) rozkład kształtów neuronów SOM/CB-ir; (B) �rednie warto�ci współczyn-
nika kolokalizacji w populacji neuronów SOM/CB-ir. 

Fig. 27. Colocalization of SOM and CB (SOM/CB) in claustral neurons during studied 
period: (A) distribution of shapes in the population of SOM/CB-ir neurons; (B) mean 
values of the colocalization coefficient in the population of SOM/CB-ir neurons.  
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Ryc. 27. (ci�g dalszy) Kolokalizacja SOM i CB (SOM/CB) w neuronach przedmurza  
w okresie obserwacji: (C) warto�ci stosunku liczby neuronów podwójnie znakowanych 
SOM/CB do wszystkich pojedynczo znakowanych neuronów SOM- oraz CB-ir;  
(D) �rednie wielko�ci pól przekroju neuronów SOM/CB-ir.  

Fig. 27. (continued) Colocalization of SOM and CB (SOM/CB) in claustral neurons 
during studied period: (C) ratio of the number of SOM/CB-ir neurons to all single-
labeled SOM- and CB-ir neurons; (D) mean values of the neuronal cross-section areas 
of SOM/CB-ir neurons.  
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Intensywno�� znakowania neuropilu jest umiarkowana w momencie poja-
wienia si� kolokalizacji (P10) i wzrasta do ko�ca czwartego tygodnia 
ycia zwie-
rz�cia.  

Kolokalizacja somatostatyny i syntazy tlenku azotu  

Neurony zawieraj�ce somatostatyn� i syntaz� tlenku azotu 

Podwójnie wyznakowane neurony w tym typie kolokalizacji widoczne s� we 
wszystkich grupach wiekowych (tab. 14; ryc. 28). 

Oceniaj�c typy morfologiczne stwierdzono przewag� neuronów dwubiegu-
nowych w całym badanym okresie. W drugim tygodniu 
ycia w tej populacji 
wyst�puj� wszystkie typy morfologiczne neuronów. W dalszym okresie dojrze-
wania spotyka si� najcz��ciej neurony dwu- i wielobiegunowe.  

W omawianym typie kolokalizacji zaznacza si� zró
nicowanie kształtów 
neuronów podwójnie znakowanych. W pierwszym tygodniu 
ycia spotyka si� 
najcz��ciej neurony wrzecionowate i owalne (ryc. 29A). Poczynaj�c od 10 dnia 
po urodzeniu pojawia si� coraz wi�cej neuronów wielobocznych. Neurony repre-
zentuj�ce trzy wymienione wy
ej kształty dominuj� w kolejnych grupach wie-
kowych, do ko�ca okresu obserwacji.  

Warto�ci współczynnika kolokalizacji nie wykazuj� istotnych zmian 
w badanym okresie (ryc. 29B). Najwy
sza warto�� odsetka neuronów podwójnie 
wyznakowanych w tym typie kolokalizacji wynosi 39%. W okresie obserwacji 
odsetek neuronów podwójnie wyznakowanych SOM/NOS osi�ga maksymaln� 
warto�� do 49% wszystkich neuronów SOM-ir, a jednocze�nie neurony podwój-
nie znakowane stanowi� maksymalnie do 91% wszystkich neuronów NOS-ir 
(ryc. 29C).  

�rednie warto�ci pól przekrojów neuronów podwójnie wyznakowanych nie 
wykazuj� istotnych ró
nic w badanym okresie (ryc. 29D). �rednia warto�� pola 
przekroju neuronu w tej populacji w całym badanym okresie wynosi 140,6 ± 
36,6 �m2. 

Neuropil zawieraj�cy somatostatyn� i syntaz� tlenku azotu  

Podwójnie znakowane włókna oraz punkty immunoreaktywne w tym typie 
kolokalizacji widoczne s� w ci�gu całego okresu obserwacji (tab. 14; ryc. 28). 
Jednak g�sto�� podwójnie wyznakowanego neuropilu jest niewielka. Widoczne 
s� fragmenty włókien o zró
nicowanej długo�ci, z 
ylakowato�ciami. We 
wszystkich grupach wiekowych mo
na znale� wyznakowane miejsca podziału 
włókien nerwowych.  

Intensywno�� znakowania neuropilu w tym typie kolokalizacji wzrasta  
w ci�gu pierwszych dwóch tygodni od urodzenia szczura.  
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Tab. 14. Ocena jako�ciowa i półilo�ciowa wybranych parametrów morfologicznych 
neuronów i neuropilu przedmurza wykazuj�cych kolokalizacj� SOM/NOS. 

Tab. 14. Qualitative and semiquantitative assessment of the selected morphological 
parameters of the claustral neurons and neuropil revealing colocalization 
SOM/NOS. 

 
Grupa 
wieko-

wa 
 
 

Age 
group 

Kolokalizacja 
w ciałach 
neuronów 

 
 
Colocalization  

in neuronal 
bodies 

Bieguno-
wo��  

neuronów 
 

 
Neuronal 
polarity 

G�sto��  
neuropilu 

 
 
 

Density of  
neuropil 

Intensyw-
no�� zna- 
kowania  
neuropilu 

 
Intensity of  

neuropil  
staining 

�ylakowato�ci  
i punkty 

 immuno- 
reaktywne 

 
Varicosities  

and immuno-
reactive points 

Wyznako-
wane  

rozgał�zienia 
 
 

Immuno-
reactive  

ramifications 

P0 + 2,1 + + + + 

P4 + 2, 1 + + + + 

P7 + 2, 1 + + + + 

P10 + 2, 1, 3 + + + + 

P14 + 2, 3, 1 + ++ + + 

P21 + 2, 3 + ++ + + 

P28 + 2, 3 + ++ + + 

P60 + 2, 3 + ++ + + 

P120 + 2, 3 + ++ + + 
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Ryc. 29. Kolokalizacja SOM i NOS (SOM/NOS) w neuronach przedmurza w okresie 
obserwacji: (A) rozkład kształtów neuronów SOM/NOS-ir; (B) �rednie warto�ci współ-
czynnika kolokalizacji w populacji neuronów SOM/NOS-ir. 

Fig. 29. Colocalization of SOM and NOS (SOM/NOS) in claustral neurons during stud-
ied period: (A) distribution of shapes in the population of SOM/NOS-ir neurons;  
(B) mean values of the colocalization coefficient in the population of SOM/NOS-ir neu-
rons.  



Wyniki 88 

0%

20%

40%

60%

80%

100%

P0 P4 P7 P10 P14 P21 P28 P60 P120
grupy wiekowe

%
 n

eu
ro

nó
w

SOM/NOS:SOM

SOM/NOS:NOS

 
(C) 

 

0

50

100

150

200

250

300

P0 P4 P7 P10 P14 P21 P28 P60 P120
grupy wiekowe

po
le

 p
rz

ek
ro

ju
 [�

m
²]

 
(D) 

 
Ryc. 29. (ci�g dalszy) Kolokalizacja SOM i NOS (SOM/NOS) w neuronach przedmurza 
w okresie obserwacji: (C) warto�ci stosunku liczby neuronów podwójnie znakowanych 
SOM/NOS do wszystkich pojedynczo znakowanych neuronów SOM- oraz NOS-ir;  
(D) �rednie wielko�ci pól przekroju neuronów SOM/NOS-ir.  

Fig. 29. (continued) Colocalization of SOM and NOS (SOM/NOS) in claustral neurons 
during studied period: (C) ratio of the number of SOM/NOS-ir neurons to all single-
labeled SOM- and NOS-ir neurons; (D) mean values of the neuronal cross-section areas 
of SOM/NOS-ir neurons.  
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4.4.3.  Kolokalizacje z udziałem wazoaktywnego peptydu jelitowego 

Kolokalizacja wazoaktywnego peptydu jelitowego i kalretyniny 

Neurony zawieraj�ce wazoaktywny peptyd jelitowy i kalretynin�  

Podwójnie wyznakowane neurony VIP/CR-ir wyst�puj� w całym badanym 
okresie dojrzewania (tab. 15; ryc. 30).  

W przedziale grup wiekowych P0 – P10 spotyka si� przewa
nie neurony 
jedno- i dwubiegunowe. W póniejszym okresie czasu najliczniej wyst�puj� 
neurony dwu- oraz wielobiegunowe.  

Pod wzgl�dem zró
nicowania kształtów ciał komórek nerwowych omawiana 
populacja wykazuje przewag� neuronów owalnych i wrzecionowatych w całym 
badanym okresie (ryc. 31A). Zró
nicowanie kształtów komórek nerwowych 
zwi�ksza si� w drugim tygodniu 
ycia. 

W okresie obserwacji stwierdza si� wzrost warto�ci współczynnika kolokali-
zacji (ryc. 31B). Najwy
sza warto�� współczynnika kolokalizacji wynosi 51%. 
W tym typie kolokalizacji odsetek neuronów podwójnie znakowanych, w sto-
sunku do wszystkich neuronów VIP-ir, stanowi maksymalnie 71%, a w stosunku 
do wszystkich neuronów CR-ir, stanowi maksymalnie 75% (ryc. 31C).  

Nie stwierdza si� istotnych ró
nic pomi�dzy warto�ciami �rednich pól prze-
kroju neuronów podwójnie wyznakowanych w badanym okresie (ryc. 31D). 
�rednia warto�� pola przekroju neuronu w tej populacji w całym badanym okre-
sie wynosi 127,0 ± 27,1 �m2. 

Neuropil zawieraj�cy wazoaktywny peptyd jelitowy i kalretynin�  

Pierwsze i nieliczne, podwójnie wyznakowane włókna VIP/CR-ir pojawiaj� 
si� w czwartym dniu po urodzeniu (ryc. 30). Nielicznie wyst�puj� podwójnie 
wyznakowane punkty immunoreaktywne. G�sto�� podwójnie wyznakowanego 
neuropilu w badanym okresie jest bardzo niska (tab. 15). Wraz z wiekiem zwi�k-
sza si� nieznacznie długo�� wyznakowanych podwójnie fragmentów włókien 
nerwowych. Podwójnie znakowane rozgał�zienia włókien staj� si� widoczne po 
upływie dwóch tygodni.  

Intensywno�� znakowania neuropilu wzrasta bardzo nieznacznie w ci�gu 
pierwszych trzech tygodni 
ycia zwierz�cia.  
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Tab. 15. Ocena jako�ciowa i półilo�ciowa wybranych parametrów morfologicznych 
neuronów i neuropilu przedmurza wykazuj�cych kolokalizacj� VIP/CR. 

Tab. 15. Qualitative and semiquantitative assessment of the selected morphological 
parameters of the claustral neurons and neuropil revealing colocalization 
VIP/CR. 

 
Grupa 
wieko-

wa 
 
 

Age 
group 

Kolokalizacja 
w ciałach 
neuronów 

 
 

Colocalization  
in neuronal 

bodies 

Bieguno-
wo�� 

neuronów  
 
 

Neuronal 
polarity 

G�sto�� 
neuropilu 

 
 
 

Density of 
neuropil 

Intensyw-
no�� zna-
kowania  
neuropilu 

 
Intensity of  

neuropil 
staining 

�ylakowato�ci  
i punkty  
immuno-

reaktywne 
 

Varicosities 
and immuno-

reactive points 

Wyznako- 
wane  

rozgał�zienia 
 

 
Immuno-
reactive 

ramifications 

P0 + 2, 1 –  – – 

P4 + 2, 1 + + + – 

P7 + 2, 1 + + + – 

P10 + 2, 1 + + + – 

P14 + 2, 3 + + + + 

P21 + 2, 3 + ++ + + 

P28 + 2, 3 + ++ + + 

P60 + 2, 3 + ++ + + 

P120 + 2, 3 + ++ + + 
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Ryc. 31. Kolokalizacja VIP i CR (VIP/CR) w neuronach przedmurza w okresie obserwa-
cji: (A) rozkład kształtów neuronów VIP/CR-ir; (B) �rednie warto�ci współczynnika 
kolokalizacji w populacji neuronów VIP/CR-ir. 

Fig. 31. Colocalization of VIP and CR (VIP/CR) in claustral neurons during studied 
period: (A) distribution of shapes in the population of VIP/CR-ir neurons; (B) mean 
values of the colocalization coefficient in the population of VIP/CR-ir neurons.  
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Ryc. 31. (ci�g dalszy) Kolokalizacja VIP i CR (VIP/CR) w neuronach przedmurza  
w okresie obserwacji: (C) warto�ci stosunku liczby neuronów podwójnie znakowanych 
VIP/CR do wszystkich pojedynczo znakowanych neuronów VIP- oraz CR-ir; (D) �rednie 
wielko�ci pól przekroju neuronów VIP/CR-ir . 

Fig. 31. (continued) Colocalization of VIP and CR (VIP/CR) in claustral neurons during 
studied period: (C) ratio of the number of VIP/CR-ir neurons to all single-labeled VIP- 
and CR-ir neurons; (D) mean values of the neuronal cross-section areas of VIP/CR-ir 
neurons.  
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4.5.  Podsumowanie wyników dotycz�cych kolokalizacji  
neuropeptydów z białkami wi���cymi wap� lub syntaz�  
tlenku azotu w okresie dojrzewania przedmurza 

Populacja neuronów przedmurza zawieraj�ca badane neuropeptydy jest 
zró
nicowana ze wzgl�du na sw� charakterystyk� immunocytochemiczn�, wyka-
zuj�c kolokalizacj� z badanymi białkami wi�
�cymi wap� lub syntaz� tlenku 
azotu. Stwierdzono obecno�� kolokalizacji neuropeptydu Y z trzema białkami 
wi�
�cymi wap�: kalbindyn� D28k, kalretynin�, oraz parwalbumin�, a tak
e 
z syntaz� tlenku azotu. W neuronach zawieraj�cych somatostatyn� wykazano jej 
kolokalizacj� z kalbindyn� D28k lub z syntaz� tlenku azotu. Ponadto, wazoak-
tywny peptyd jelitowy wykazuje kolokalizacj� z kalretynin�.  

Pojawienie si� poszczególnych typów kolokalizacji w neuronach przedmurza 
przypada na ró
ne etapy dojrzewania. W dniu urodzenia (P0) w neuronach 
przedmurza stwierdza si� obecno�� kolokalizacji NPY/NOS, SOM/NOS oraz 
VIP/CR (tab. 16). Kolokalizacja NPY/CB jest obserwowana poczynaj�c od 
czwartego dnia po urodzeniu. Po upływie tygodnia pojawiaj� si� kolokalizacje 
NPY/CR oraz SOM/CB. Po upływie dwóch tygodni spotyka si� kolokalizacj� 
NPY/PV.  

W badanym okresie stwierdzono wzrost warto�ci odsetka neuronów po-
dwójnie znakowanych w przypadku kolokalizacji neuropeptydu Y - NPY/CB, 
NPY/CR, NPY/NOS, somatostatyny – SOM/CB oraz wazoaktywnego peptydu 
jelitowego – VIP/CR. Nie stwierdzono wzrostu warto�ci odsetka neuronów po-
dwójnie znakowanych w przypadku kolokalizacji NPY/PV oraz SOM/NOS. 

Wielko�� kolokalizacji jest zró
nicowana. Najwy
sze warto�ci udziałów 
neuronów podwójnie znakowanych stwierdzono w przypadku typów kolokaliza-
cji: NPY/NOS (65%) VIP/CR (51%) oraz SOM/NOS (39%). Ni
sze warto�ci 
wykazuj� kolokalizacje: NPY/CB (32%), SOM/CB (31%). Najni
sze warto�ci 
stwierdzono w przypadku kolokalizacji: NPY/CR (9,5%), NPY/PV (9%).  

Ocena typów morfologicznych neuronów podwójnie znakowanych wskazuje 
na przewag� komórek dwubiegunowych. Jedynie w przypadku kolokalizacji 
NPY/PV oraz SOM/CB w okresie dojrzewania przewag� zdobywaj� komórki 
wielobiegunowe.  

We wszystkich typach kolokalizacji stwierdza si� znaczne zró
nicowanie 
kształtów ciał komórek nerwowych, z du
ym udziałem neuronów owalnych 
i wrzecionowatych.  

Wzrost warto�ci �rednich pól przekrojów neuronów w okresie obserwacji 
stwierdzono w przypadku populacji neuronów NPY/NOS-ir. �rednie warto�ci 
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pól przekroju neuronów podwójnie znakowanych we wszystkich typach koloka-
lizacji, w całym badanym okresie, nie wykazuj� istotnych ró
nic.  
 
Tab. 16. Wyst�powanie kolokalizacji neuropeptydów z białkami wi�
�cymi wap� lub 

syntaz� tlenku azotu w neuronach przedmurza w okresie dojrzewania.  
Tab. 16. Occurrence of colocalization of neuropeptides with calcium binding proteins or 

nitric oxide synthase in the claustral neurons during maturation. 
 

Kolokalizacje NPY 
Colocalizations of NPY 

Kolokalizacje SOM 
Colocalizations of SOM 

Kolokalizacje 
VIP 

Colocalizations 
of VIP 

Grupa 
wiekowa 

 
Age  

group NPY/CB NPY/CR NPY/PV NPY/NOS SOM/CB SOM/NOS VIP/CR 

P0 – – – � – � � 

P4 � – – � – � � 

P7 � � – � � � � 

P10 � � – � � � � 

P14 � � � � � � � 

P21 � � � � � � � 

P28 � � � � � � � 

P60 � � � � � � � 

P120 � � � � � � � 

 
Obja�nienia oznacze� u�ytych w tabeli: 
(–) –  brak podwójnego znakowania immunocytochemicznego neuronów;  
(�) –  obecno�� podwójnego znakowania immunocytochemicznego;  
(�) –  wyst�powanie cech dojrzało�ci morfologicznej w badanej populacji podwójnie znakowa-

nych neuronów przedmurza. 

Explanations of the table: 
(–) –  lack of double immunocytochemical staining of neurons;  
(�) –  presence of double immunocytochemical staining of neurons;  
(�) –  occurrence of the features of morphological maturation in the studied population of double 

labeled claustral neurons. 

 

Ocena morfologiczna podwójnie wyznakowanego neuropilu wykazuje nie-
wielk� jego g�sto�� w okresie dojrzewania oraz wzrastaj�c� intensywno�� zna-
kowania. 

Podsumowuj�c, obraz pełnej dojrzało�ci morfologicznej populacji podwójnie 
znakowanych neuronów oraz neuropilu jest osi�gany po upływie trzech lub czte-
rech tygodni, w zale
no�ci od typu kolokalizacji.  
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4.6.  Ocena dojrzewania populacji neuronów projekcyjnych 
przedmurza w oparciu o metod� wstecznego transportu 
aksonalnego 

Rozmieszczenie neuronów projekcyjnych w przedmurzu 

Po podaniu znacznika fluorescencyjnego do kory somatosensorycznej, wy-
znakowane wstecznie neurony wyst�puj� w obr�bie somatosensorcznej strefy 
projekcyjnej przedmurza. Zag�szczenie neuronów projekcyjnych jest najwi�ksze 
w grzbietowej cz��ci badanej struktury (ryc. 32). Taki wzorzec rozmieszczenia 
neuronów projekcyjnych pojawia si� ju
 w grupie wiekowej P7 i utrzymuje 
w całym okresie obserwacji.  

Analizuj�c rozmieszczenie neuronów projekcyjnych wzdłu
 osi przednio-
tylnej przedmurza stwierdzono, 
e neurony te widoczne s� na całej długo�ci ba-
danej struktury. Wzgl�dem osi poprzecznej neurony projekcyjne rozmieszczone 
s� równomiernie. Podobny wzorzec rozmieszczenia neuronów projekcyjnych 
zaobserwowano we wszystkich grupach wiekowych.  

Warto�ci odsetka neuronów wyznakowanych, poło
onych na pojedynczym 
preparacie, wzrastaj� w tylnej cz��ci przedmurza (ryc. 33A). Maksymalne warto-
�ci osi�gane s� w przedziale zawartym pomi�dzy 60%, a 100% długo�ci badanej 
struktury. Nie stwierdzono istotnych ró
nic w rozmieszczeniu neuronów projek-
cyjnych pomi�dzy badanymi grupami wiekowymi. 

Rozkład kształtów neuronów projekcyjnych 

Populacja neuronów projekcyjnych jest bardzo zró
nicowana morfologicznie 
(ryc. 32). We wszystkich grupach wiekowych obserwuje si� przewag� neuronów 
wielo- i dwubiegunowych. Jedynie w grupie P7 stwierdzono obecno�� nielicz-
nych komórek jednobiegunowych.  

Ocena kształtów ciał komórek nerwowych wskazuje na przewag� neuronów 
owalnych, wielobocznych i wrzecionowatych we wszystkich grupach wieko-
wych. Udziały neuronów reprezentuj�cych poszczególne kształty zmieniaj� si� 
wraz z wiekiem (ryc. 33B).  

Nie stwierdzono ró
nic w rozkładach kształtów neuronów projekcyjnych po-
ło
onych w cz��ci przedniej, �rodkowej, b�d tylnej przedmurza. 

W grupie wiekowej P7 zaobserwowano neurony projekcyjne reprezentuj�ce 
wszystkie typy kształtów. Najliczniej wyst�puj� neurony o ciałach owalnych  
i wrzecionowatych. Wyznakowane neurony charakteryzuj� si� dobrze widocz-
nym zarysem j�dra komórkowego oraz stosunkowo niewielk� obj�to�ci�  
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cytoplazmy. Wypustki, niezbyt dobrze wyznakowane, s� cz�sto poszerzone 
w swych pocz�tkowych odcinkach.  
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W grupie wiekowej P14 stwierdzono wi�kszy ni
 w poprzedniej grupie 
udział neuronów wielobocznych. Obraz ciał komórek nerwowych oraz pocz�t-
kowych odcinków wypustek jest podobny, jak w poprzedniej grupie wiekowej.  

W kolejnych grupach wiekowych (P21–P90) widoczne s� liczne neurony 
projekcyjne, wielo- i dwubiegunowe, o ciałach wielobocznych, wrzecionowatych 
i owalnych. Cytoplazma tych komórek jest nieco intensywniej wyznakowana  
i posiada wi�ksz� wzgl�dn� obj�to�� ni
 w neuronach młodszych grup wieko-
wych. Pocz�tkowe fragmenty wypustek s� niezbyt intensywnie wyznakowane, 
podobnie jak w neuronach spotykanych w poprzednio omawianych grupach 
wiekowych. Wypustki s� przewa
nie nieco bardziej wysmukłe ni
 w neuronach 
wyst�puj�cych w grupach wiekowych P7 i P14.   

G�sto�� numeryczna neuronów projekcyjnych 

Ocena warto�ci �redniej g�sto�ci numerycznej neuronów wstecznie wyzna-
kowanych wskazuje na przej�ciowy wzrost wyst�puj�cy w drugim tygodniu 

ycia (ryc. 33C). Maksymalna warto�� �redniej g�sto�ci numerycznej neuronów 
projekcyjnych w projekcji somatosensorycznej wyst�puje w grupie wiekowej 
P14. W ci�gu trzeciego tygodnia 
ycia zachodzi spadek g�sto�ci. W kolejnych 
badanych grupach wiekowych (P21–P90) warto�ci �redniej g�sto�ci numerycz-
nej nie wykazuj� istotnych zmian. �rednia warto�� g�sto�ci numerycznej w tej 
populacji w całym badanym okresie wynosi 4800 ± 500 neuronów na mm2. 
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Ryc. 33. Neurony somatosensorycznej strefy projekcyjnej przedmurza w okresie obser-
wacji: (A) rozmieszczenie neuronów w obr�bie przedmurza;  
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Ryc. 33. (ci�g dalszy) Neurony somatosensorycznej strefy projekcyjnej przedmurza  
w okresie obserwacji: (B) rozkład kształtów neuronów; (C) �rednie warto�ci g�sto�ci 
numerycznej neuronów. 

Fig. 33.  Neurons of the claustral somatosensory projecting zone during the study period: 
(A) distribution of the neurons in the claustrum; (B) distribution of neuronal shapes; (C) 
mean values of the numerical density of neurons. 
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4.7.  Podsumowanie wyników dotycz�cych dojrzewania  
populacji neuronów projekcyjnych przedmurza 

Neurony projekcyjne zwi�zane z kor� somatosensoryczn� s� widoczne 
w przedmurzu, w całym badanym okresie. Najliczniej wyst�puj� one w tylnej 
cz��ci badanej struktury. Schemat przestrzennego rozmieszczenia neuronów 
projekcyjnych, zwi�zanych z rejonem kory somatosensorycznej w obr�bie 
przedmurza, jest stały w okresie dojrzewania.  

Populacja neuronów projekcyjnych przedmurza jest bardzo zró
nicowana 
pod wzgl�dem typów morfologicznych (neurony wielo- i dwubiegunowe) oraz 
kształtów (przewa
aj� komórki owalne, wieloboczne i wrzecionowate). 
W okresie dojrzewania obserwuje si� wzrost udziału neuronów wielobocznych.  

Ocena g�sto�ci numerycznej wykazuje istnienie licznej populacji neuronów 
projekcyjnych w przedmurzu ju
 w pierwszym tygodniu 
ycia, ponadto wykazu-
je przej�ciowy wzrost warto�ci po upływie dwóch tygodni 
ycia zwierz�cia.  

 

4.8.  Wyst�powanie białka synaptycznego SNAP-25  
w neuronach przedmurza w okresie pourodzeniowym 

Obecno�� białka synaptycznego SNAP-25 stwierdzono w ekstraktach tkanki 
nerwowej pochodz�cej z przedmurza, we wszystkich grupach wiekowych  
(ryc. 34). Ocena warto�ci wzgl�dnych, okre�laj�cych zawarto�� SNAP-25  
w przedmurzu, wskazuje na charakterystyczny przebieg procesu dojrzewania 
układu synaptycznego. Wczesny okres dojrzewania, obejmuj�cy drugi i trzeci 
tydzie� 
ycia, charakteryzuje si� wzrostem zawarto�ci SNAP-25. W dalszym 
okresie dojrzewania, trwaj�cym do ko�ca drugiego miesi�ca 
ycia (P60), obser-
wuje si� spadek zawarto�ci SNAP-25 w przedmurzu. W dalszym okresie czasu 
(P60 – P120) stwierdza si� stabilizacj� warto�ci wzgl�dnego st�
enia SNAP-25. 
Maksymalny wzrost zawarto�ci białka SNAP-25 w całym badanym okresie osi�-
ga warto�� 3,8 razy.  
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5.  DYSKUSJA  

5.1.  Ogólna charakterystyka zmian zachodz�cych podczas 
dojrzewania przedmurza 

W momencie urodzenia przedmurze jest dobrze wyodr�bnion� struktur�, 
charakteryzuj�c� si� wi�kszym zag�szczeniem komórek w stosunku do s�siadu-
j�cych obszarów korowych, a tak
e poło
onego ni
ej j�dra �ródgruszkowego. 
Nie jest ono jednak dojrzałe pod wzgl�dem ukształtowania tworz�cych je neuro-
nów oraz neuropilu, charakterystyki immunocytochemicznej neuronów, ukształ-
towania poł�cze�, a tak
e tworzenia układu synaptycznego. 

W przedmurzu opisano dotychczas zmiany ilo�ciowe zachodz�ce w okresie 
pourodzeniowym, dotycz�ce całkowitej populacji neuronów, obejmuj�ce zmiany 
ich liczby oraz g�sto�ci numerycznej, maj�ce zwi�zek ze zjawiskiem �mierci 
komórkowej, migracj� neuronów oraz wzrostem przedmurza [278, 279, 483].  

Na podstawie swoich obserwacji stwierdziłem, 
e w okresie dojrzewania 
przedmurza zachodz� istotne zmiany ilo�ciowe i jako�ciowe w populacji jego 
interneuronów. Dotycz� one ukształtowania komórek nerwowych, ich g�sto�ci 
oraz budowy neuropilu. Ponadto stwierdziłem, 
e poł�czenia przedmurza z kor� 
somatosensoryczn� u szczura s� obecne ju
 w najwcze�niejszym okresie 
ycia 
po urodzeniu. W tym czasie dochodzi do bardzo istotnych, przej�ciowych zmian 
g�sto�ci neuronów projekcyjnych, a tak
e zmian morfologicznych, �wiadcz�cych 
o przystosowaniu tych poł�cze� do podj�cia okre�lonych funkcji fizjologicz-
nych. W okresie pourodzeniowym zachodzi równie
 proces dojrzewania układu 
synaptycznego, przejawiaj�cy si� wzrostem zawarto�ci białka synaptycznego 
SNAP-25.  

Podsumowuj�c poczynione przez siebie obserwacje mog� stwierdzi�, 
e za-
chodz�ce w badanym okresie dojrzewania przedmurza zmiany s� zarówno kon-
tynuacj� procesów zapocz�tkowanych w okresie płodowym, jak równie
 s� pro-
cesami rozpoczynaj�cymi si� po urodzeniu.  

Wysokie warto�ci g�sto�ci numerycznej neuronów przedmurza, zawieraj�-
cych wszystkie badane neuropeptydy oraz dwa białka wi�
�ce wap� (kalbindyn� 
i kalretynin�) w dniu urodzenia wskazuj�, 
e do rozpocz�cia ekspresji tych sub-
stancji dochodzi jeszcze w okresie przedurodzeniowym. Podobnie, obecno�� 
okre�lonych typów kolokalizacji jak: NPY/NOS, SOM/NOS, VIP/CR w dniu 
urodzenia, wskazuje na wcze�niejsze ich pojawienie si�. Nale
y s�dzi�, 
e wów-
czas równie
 rozpoczyna si� w przedmurzu ekspresja białka synaptycznego 
SNAP-25. Przed urodzeniem tak
e rozpoczyna si� kształtowanie neuropilu,  
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wykazuj�cego immunoreaktywno�� w stosunku do zdecydowanej wi�kszo�ci 
badanych substancji.  

W okresie pourodzeniowym ma miejsce pocz�tek ekspresji parwalbuminy  
w neuronach przedmurza. Dochodzi w tym czasie do zmian g�sto�ci numerycz-
nej cz��ci badanych populacji komórkowych. Wzrasta g�sto�� neuronów zawie-
raj�cych neuropeptydy – NPY oraz VIP, a tak
e neuronów zawieraj�cych białka 
wi�
�ce wap� – CR oraz PV. Na podstawie opublikowanych wcze�niej własnych 
obserwacji mog� stwierdzi�, 
e w okresie pourodzeniowym nast�puje wzrost 
g�sto�ci numerycznej neuronów zawieraj�cych syntaz� tlenku azotu w przedmu-
rzu [241]. Ponadto, obserwuje si� przej�ciowy wzrost g�sto�ci neuronów projek-
cyjnych. Wyst�puj� zmiany cech morfologicznych neuronów, polegaj�ce na 
zmianie udziału komórek o ró
nych kształtach oraz ró
nej liczbie biegunów. 
Obserwuje si� dojrzewanie morfologiczne neuropilu. Pojawiaj� si� kolejne typy 
kolokalizacji, jak: NPY/CB, NPY/CR, NPY/PV, SOM/CB. W tym okresie do-
chodzi równie
 do zwi�kszenia ekspresji białka synaptycznego SNAP-25.  

Nale
y s�dzi�, 
e proces kształtowania morfologicznego i immunocytoche-
micznego neuronów przedmurza pozostaje pod wpływem czynników troficz-
nych, uwalnianych zarówno przez same neurony przedmurza, jak i zako�czenia 
aksonalne neuronów projekcyjnych, docieraj�ce z okre�lonych obszarów kory 
mózgu i struktur podkorowych [157, 203, 204, 370, 454, 460, 464]. Długo�� 
procesu dojrzewania przedmurza mo
e by� zale
na, przynajmniej cz��ciowo, od 
długo�ci okresu kształtowania poł�cze� z innymi strukturami. Póniejsza ekspre-
sja parwalbuminy w przedmurzu mo
e mie� istotny zwi�zek z osi�gni�ciem 
dojrzało�ci przez odpowiednie obszary korowe lub podkorowe.  

Reasumuj�c, cało�� procesów rozwoju i dojrzewania populacji neuronów 
przedmurza prowadzi do wykształcenia systemu bardzo zró
nicowanego pod 
wzgl�dem charakterystyki morfologicznej i immunocytochemicznej, przygoto-
wanego do spełniania ró
norodnych funkcji.  

 

5.2.  Charakterystyka dynamiki dojrzewania przedmurza  

Neurony zawieraj�ce badane neuropeptydy 

Uzyskane wyniki wskazuj� na zró
nicowanie dynamiki dojrzewania popula-
cji zawieraj�cych badane substancje w okresie pourodzeniowym. W�ród popula-
cji zawieraj�cych neuropeptydy NPY, SOM oraz VIP wykazano wzrost g�sto�ci 
neuronów w dwóch przypadkach – populacji zawieraj�cych NPY i VIP (ryc. 
35A). Maksymalne warto�ci g�sto�ci osi�gane s� w przypadku populacji neuro-
nów NPY-ir – po uko�czeniu drugiego tygodnia 
ycia, a w przypadku neuronów 
VIP-ir – o tydzie� póniej.  
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Ryc. 35. Wzgl�dny przyrost g�sto�ci numerycznej neuronów zawieraj�cych neuropepty-
dy (A), białka wi�
�ce wap� (B), w okresie dojrzewania przedmurza. Jako warto�� refe-
rencyjn� przyj�to �redni� g�sto�� numeryczn� obliczon� z warto�ci wyst�puj�cych  
w grupach wiekowych po zako�czeniu procesu dojrzewania morfologicznego w ka
dej  
z badanych populacji.  

Fig. 35. Relative increase of the numerical density of neurons containing neuropeptides 
(A), calcium binding proteins (B), during maturation of the claustrum. As the reference 
the mean numerical density was calculated from the values occurring in the age groups 
after finishing of the maturation process for each studied population.  

grupy wiekowe 

grupy wiekowe 
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G�sto�� neuronów SOM-ir w przedmurzu nie wykazuje istotnych zmian  
i w badanym okresie utrzymuje si� na wysokim poziomie. Jej warto�ci s� wi�k-
sze od odpowiednich warto�ci g�sto�ci w populacji neuronów VIP-ir, w naj-
młodszych grupach wiekowych (P0, P4). Ponadto, porównanie �rednich warto�ci 
g�sto�ci numerycznej w całym badanym okresie, w populacjach neuronów za-
wieraj�cych neuropeptydy, wskazuje na przewag� g�sto�ci neuronów zawieraj�-
cych somatostatyn� nad g�sto�ci� neuronów zawieraj�cych wazoaktywny peptyd 
jelitowy.  

Podsumowuj�c, porównanie przebiegu dojrzewania trzech badanych popula-
cji neuronów zawieraj�cych neuropeptydy wskazuje na podobie�stwo zachodz�-
ce jedynie mi�dzy populacjami NPY- i VIP-ir. Populacja neuronów zawieraj�-
cych SOM charakteryzuje si� zdecydowanie odmienn� dynamik� w procesie 
dojrzewania.  

Podobna dynamika rozwoju populacji interneuronów NPY-ir jak w przed-
murzu, wyst�puje w korze mózgu okolicy potylicznej u szczura [14, 69]. Rozwój 
i dojrzewanie tej populacji zachodzi zarówno w okresie pre-, jak i postnatalnym. 
Za zmniejszenie liczby neuronów immunoreaktywnych w tej populacji odpo-
wiedzialna jest w wi�kszym stopniu �mier� komórek, ni
 zmniejszenie w nich 
ekspresji samego neuropeptydu. 

Dojrzewanie populacji neuronów zawieraj�cych VIP mRNA oraz odpowied-
ni peptyd, z przej�ciowym okresem zwi�kszonej ekspresji, wyst�puje w korze 
mózgu okolicy czołowej i ciemieniowej szczura, a tak
e w podwzgórzu i hipo-
kampie [162]. Pojawienie si� tego neuropeptydu dopiero w okresie postnatalnym 
jest podkre�lane przez wielu autorów [120, 207, 347, 453]. Opisano mi�dzy in-
nymi pocz�tek ekspresji VIP w okresie pourodzeniowym w komórkach amakry-
nowych siatkówki oraz interneuronach kory mózgu szczura. Spadek g�sto�ci 
neuronów VIP-ir w korze mózgu u szczura mo
na, zdaniem niektórych autorów, 
tłumaczy� przede wszystkim zmniejszeniem zawarto�ci tego peptydu w komór-
kach, a nie �mierci� neuronów [70]. 

Rozwój i dojrzewanie populacji neuronów zawieraj�cych somatostatyn�  
w wielu strukturach o�rodkowego układu nerwowego mo
e charakteryzowa�  
si� bardzo zró
nicowan� dynamik�. Mo
e go cechowa� przej�ciowy wzrost,  
a nast�pnie zmniejszenie zawarto�ci mRNA SOM oraz odpowiedniego peptydu,  
a tak
e przej�ciowy wzrost liczby immunoreaktywnych neuronów. Zmiany  
o takim charakterze wyst�puj� zarówno w okresie pre- jak i postnatalnym,  
w takich strukturach jak pie� mózgowia, mó
d
ek, podwzgórze, kora mózgu  
czy hipokamp szczura [34, 135, 272, 342, 412, 414]. W niektórych strukturach, 
jak mó
d
ek, ekspresja SOM zanika niemal całkowicie w okresie dojrzewania 
[341, 446, 455]. W korze mózgu oraz hipokampie utrzymuje si� na zmniejszo-
nym poziomie po zako�czeniu dojrzewania [137, 342, 343, 364, 386, 492].  
Populacja neuronów wykazuj�cych obecno�� somatostatyny w przedmurzu,  
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jakkolwiek liczna, nie wykazuje istotnych zmian g�sto�ci w badanym okresie 
dojrzewania. 

Neurony zawieraj�ce białka wi���ce wap� 

Ocena g�sto�ci neuronów zawieraj�cych białka wi�
�ce wap� wskazuje na 
istnienie charakterystycznych wzorców rozwoju. W populacji neuronów CR-ir 
stwierdza si� stopniowy wzrost g�sto�ci, osi�gaj�cy maksimum w trzecim tygo-
dniu dojrzewania (P14 – P21; ryc. 35B). W populacji neuronów PV-ir wyst�puje 
wzrost g�sto�ci w ci�gu drugiego i trzeciego tygodnia (P7 – P21). G�sto�� neu-
ronów zawieraj�cych CB wykazuje przej�ciowy spadek w drugim tygodniu 
y-
cia.  

Ponadto, porównanie g�sto�ci numerycznych populacji neuronów zawieraj�-
cych badane białka wi�
�ce wap�, wskazuje na wyst�powanie istotnych ró
nic  
w dwóch najwcze�niejszych grupach wiekowych (P0, P4). Najwi�ksz� g�sto�ci� 
w tym okresie charakteryzuje si� populacja neuronów zawieraj�cych kalbindyn� 
D28k. Mniej liczna jest populacja zawieraj�ca kalretynin�. Brak jest w tym okre-
sie neuronów zawieraj�cych parwalbumin�.  

Podsumowuj�c omówione wy
ej obserwacje nale
y stwierdzi�, 
e populacje 
neuronów zawieraj�cych trzy badane przeze mnie białka wi�
�ce wap� 
w przedmurzu charakteryzuj� si� zró
nicowaniem dynamiki dojrzewania. 

Zró
nicowanie przebiegu dojrzewania populacji neuronów zawieraj�cych 
białka wi�
�ce wap� zaobserwowano w przedmurzu myszy [92]. Populacja neu-
ronów zawieraj�cych parwalbumin� pojawia si� ju
 w czwartym dniu po uro-
dzeniu. Neurony zawieraj�ce kalbindyn�, najliczniejsze po urodzeniu, stopniowo 
zmniejszaj� swoj� liczebno��. Neurony, w których wyst�puje kalretynina, spoty-
ka si� najrzadziej. Ich liczebno�� stopniowo wzrasta po urodzeniu. Porównanie 
zmian zachodz�cych w populacjach neuronów zawieraj�cych białka wi�
�ce 
wap� u myszy i szczura wskazuje na podobie�stwa szczególnie w�ród neuronów 
zawieraj�cych CB oraz CR. Ró
nice dotycz�ce wieku, w którym pojawia si� PV, 
mog� by� zwi�zane z działaniem specyficznych dla ka
dego gatunku mechani-
zmów reguluj�cych ekspresj� tego białka. 

W rozwoju ontogenetycznym mózgowia szczura ekspresja parwalbuminy 
w interneuronach zachodzi po osi�gni�ciu przez nie dojrzało�ci czynno�ciowej 
[433]. Potwierdzaj� to wyniki bada� wielu struktur OUN, przeprowadzone  
u przedstawicieli ró
nych gatunków ssaków. Badania te dotyczyły mi�dzy in-
nymi ciała migdałowatego [35], hipokampa [36], pr�
kowia [408] oraz kory 
mózgu szczura [7, 413], kory mózgu myszy [99], kory obr�czy [324] oraz hipo-
kampa u psa [494], a tak
e kory mózgu u człowieka [266].  

Pón� ekspresj� parwalbuminy próbuje si� tak
e tłumaczy� teori� mówi�c�  
o pochodzeniu ró
nych typów interneuronów ze wspólnego pnia rozwojowego 
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[4, 7]. Zgodnie z t� hipotez� w rozwoju dochodzi do zaprzestania ekspresji kal-
bindyny D28k przez pewn� grup� neuronów i rozpocz�cia ekspresji parwalbu-
miny. Przej�ciowe zmniejszenie g�sto�ci neuronów zawieraj�cych kalbindyn�  
w przedmurzu, w drugim tygodniu 
ycia, mógłby wskazywa� na tak� mo
li-
wo��. Zdaniem niektórych autorów wzrost ekspresji parwalbuminy w komórce 
nerwowej odpowiada momentowi dotarcia do niej odpowiednich projekcji i wy-
tworzeniu poł�cze� synaptycznych [22]. Wzrost ten jest wi�c indukowany przez 
czynniki zewn�trzne, co mo
e tłumaczy� jego póne wyst�pienie [473]. Zasad-
nicz� rol� odgrywaj� tu docieraj�ce poł�czenia, ukształtowane synapsy i recepto-
ry oraz wytwarzane neurotransmitery i czynniki neurotroficzne jak np. czynnik 
wzrostowy pochodzenia mózgowego (BDNF) [202, 372, 488].  

Neurony projekcyjne przedmurza zwi�zane z kor� somatosensoryczn� 

Ocena g�sto�ci numerycznej wyznakowanych neuronów projekcyjnych 
przedmurza, a tak
e wzgl�dnego przyrostu tej g�sto�ci, wykazała maksymaln� 
warto�� w grupie wiekowej P14, z nast�puj�cym spadkiem do ko�ca trzeciego 
tygodnia 
ycia po urodzeniu (ryc. 36). Przej�ciowe zwi�kszenie intensywno�ci 
projekcji korowej mo
e zachodzi� po zako�czeniu migracji neuronów z rezer-
wuaru korowo-przedmurzowego i po ich osiedleniu si� w przedmurzu. Zmniej-
szenie intensywno�ci projekcji mo
e by� rezultatem �mierci apoptotycznej cz��ci 
neuronów projekcyjnych. Istnienie tego zjawiska zostało wcze�niej stwierdzone 
w przedmurzu [279]. Zmniejszenie wielko�ci projekcji, b�d�ce rezultatem �mier-
ci komórek zachodz�cej podczas wczesnego etapu dojrzewania, opisano w przy-
padku wielu poł�cze� mi�dzy strukturami o�rodkowego układu nerwowego  
[66, 317, 320, 357]. Mo
e on tak
e wynika� ze zjawiska eliminowania niewła-
�ciwych poł�cze� oraz współzawodnictwa neuronów o dost�p do czynników 
troficznych w trakcie rozwoju i dojrzewania [317, 319].  

Jednym z istotnych warunków ukształtowania prawidłowych poł�cze� jest 
obecno�� tlenku azotu [86, 144, 468]. Kształtowanie poł�cze� przedmurzowo-
korowych wymaga wpływu NO zarówno na ciała neuronów projekcyjnych, po-
ło
onych w przedmurzu, jak i na zako�czenia aksonalne w obszarach docelo-
wych.  

Zmniejszenie g�sto�ci numerycznej neuronów projekcyjnych mo
e wreszcie 
wynika� ze wzrostu obj�to�ci dojrzewaj�cej struktury, który wynika przede 
wszystkim ze wzrostu obj�to�ci neuropilu, zwi�kszenia liczby komórek glejo-
wych oraz zwi�kszania si� obj�to�ci neuronów [234].  

Proces dojrzewania poł�cze� przedmurzowo-korowych przebiega równole-
gle z dojrzewaniem odpowiedniego obszaru korowego, b�d�cego celem projek-
cji. Mo
na zało
y�, 
e podobnie jak w przypadku poł�cze� wzgórzowo- 
korowych, ma to miejsce w okresie pourodzeniowym [317]. Długo�� okresu 
dojrzewania poł�cze� przedmurzowo-korowych jest wi�c najprawdopodobniej 
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zwi�zana z długo�ci� okresu dojrzewania obszaru korowego, z którym badana 
strefa projekcyjna posiada poł�czenia. 
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Ryc. 36. Wzgl�dny przyrost g�sto�ci numerycznej neuronów projekcyjnych, w okresie 
dojrzewania przedmurza. Jako warto�� referencyjn� przyj�to �redni� g�sto�� numeryczn� 
obliczon� z warto�ci wyst�puj�cych w grupach wiekowych po zako�czeniu procesu 
dojrzewania morfologicznego w badanej populacji; skrót: FG - Fluoro-Gold.  

Fig. 36. Relative increase of the numerical density of projecting neurons, during matura-
tion of the claustrum. As the reference the mean numerical density was calculated from 
the values occurring in the age groups after finishing of the maturation process in the 
studied population; abbreviation: FG - Fluoro-Gold.  
 

Białko synaptyczne SNAP-25  

W badanym materiale wykazano wzrost zawarto�ci SNAP-25, osi�gaj�cy 
maksymalne warto�ci po upływie trzeciego tygodnia 
ycia (ryc. 37). Mo
e on 
odpowiada� okresowi wzrostu aksonów i dendrytów [169], synaptogenezie oraz 
okresowi podejmowania funkcji przez synapsy [21, 45, 65, 163]. Na podstawie 
badania poł�cze� wzgórzowo-korowych wiadomo, 
e pierwsze poł�czenia sy-
naptyczne powstaj� ju
 w okresie prenatalnym [188]. Przekanictwo synap-
tyczne rozpoczyna si� w E19 [321]. Ma ono w tym okresie istotny wpływ na 
dojrzewanie struktur korowych [322].  

Obecno�� mRNA oraz białka SNAP-25 wykazano w hipokampie, pr�
kowiu 
i mó
d
ku szczura ju
 w okresie płodowym [361]. Zaobserwowano wzrost za-
warto�ci zarówno mRNA, jak i białka SNAP-25, si�gaj�cy okresu dojrzało�ci, 
przy czym najwi�ksz� dynamik� tego wzrostu odnotowano w okresie od urodze-
nia, do pi�tego dnia 
ycia [65]. Zmiany zawarto�ci SNAP-25 w przedmurzu 

grupy wiekowe 
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szczura odpowiadaj� zmianom zawarto�ci tego białka w innych strukturach 
OUN. Ró
nice w długo�ci okresu wzrostu zawarto�ci SNAP-25 mog� wynika�  
z ró
nej dynamiki kształtowania poł�cze� w badanych strukturach, a tym samym 
z ró
nic w przebiegu procesu synaptogenezy. Przedmurze, jako struktura koro-
wo-zale
na, spełnia sw� funkcj� modulacyjn� w stosunku do ró
nych obszarów 
korowych po ostatecznym ukształtowaniu ramienia wst�puj�cego i zst�puj�cego 
przedmurzowo-korowej p�tli neuronalnej. 
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Ryc. 37. Wzgl�dny przyrost zawarto�ci białka synaptycznego SNAP-25, w okresie doj-
rzewania przedmurza. Jako warto�� referencyjn� przyj�to �redni� obliczon�  
z warto�ci wyst�puj�cych w  grupach wiekowych po zako�czeniu procesu dojrzewania.  

Fig. 37. Relative increase of the concentration of SNAP-25 protein, during maturation of 
the claustrum. As the reference the mean numerical density was calculated from the 
values occurring in the age groups after finishing of the maturation process.  

 

Jak wynika z moich obserwacji, wzrost g�sto�ci neuronów projekcyjnych  
w przedmurzu zachodzi do czternastego dnia po urodzeniu. Odpowiada to okre-
sowi wzrostu zawarto�ci białka synaptycznego SNAP-25 w przedmurzu i mo
e 
wskazywa� zarówno na zaawansowanie procesu synaptogenezy, jak i na podj�-
cie czynno�ci przez utworzone ju
 poł�czenia synaptyczne [361]. Zmniejszenie 
zawarto�ci SNAP-25 i osi�gni�cie warto�ci spotykanych w przedmurzu osobni-
ków dojrzałych, mog� by� zwi�zane ze zmniejszeniem liczby poł�cze� synap-
tycznych, wynikaj�cym z utraty cz��ci neuronów na drodze �mierci komórko-
wej, wycofania cz��ci nieprawidłowo wytworzonych poł�cze�, współzawod-
nictwa o dost�p do czynników troficznych, wpływu neuromodulatorów, jak np. 
NO, wreszcie zmniejszenia liczby synaps, b�d�cego rezultatem plastyczno�ci  

grupy wiekowe 
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w poł�czeniach korowo-podkorowych, zwi�zanego z procesem uczenia si�  
[361, 391].  

Proces dojrzewania przedmurza jest zjawiskiem przebiegaj�cym ze zró
ni-
cowan� dynamik�, charakterystyczn� dla poszczególnych subpopulacji neuro-
nalnych, odr�bnych immunocytochemicznie i najprawdopodobniej funkcjonal-
nie. Nale
y podkre�li�, 
e obserwowane zmiany ilo�ciowe dotycz�ce badanych 
populacji zachodz� w ci�gu pierwszych czterech tygodni 
ycia zwierz�cia. Okres 
ten ma zasadnicze znaczenie dla prawidłowego ukształtowania przedmurza  
u badanego gatunku ssaków.  

 

5.3.  Charakterystyka zmian morfologicznych neuronów  
zawieraj�cych badane substancje  

We wszystkich populacjach neuronalnych w badanym okresie stwierdzono 
wyst�powanie charakterystycznych zmian �wiadcz�cych o ich dojrzewaniu pod 
wzgl�dem morfologicznym. Proces dojrzewania morfologicznego neuronów 
immunoreaktywnych w stosunku do badanych substancji, jakkolwiek zło
ony 
i zró
nicowany dla poszczególnych populacji, wykazuje pewne cechy wspólne 
dla wszystkich z nich. W najwcze�niejszym okresie obserwacji, w badanych 
populacjach komórkowych spotyka si� neurony o cechach morfologicznych mo-
g�cych wskazywa� na ich niedojrzało��. S� to przewa
nie neurony jednobiegu-
nowe, a w przypadku niektórych populacji – równie
 dwubiegunowe. Charakte-
ryzuj� si� one mi�dzy innymi stosunkowo niewielk� obj�to�ci� cytoplazmy  
w stosunku do obj�to�ci j�dra komórkowego, poszerzonymi pocz�tkowymi od-
cinkami wypustek, brakiem dojrzałego neuropilu. Cz�sto s� one mniejsze od 
neuronów dojrzałych w danej populacji. W okresie dojrzewania dochodzi do 
kształtowania cech morfologicznych charakterystycznych dla ka
dej z badanych 
populacji.  

Porównanie wyników bada� dotycz�cych rozkładów kształtów neuronów 
przedmurza we wszystkich populacjach wskazuje na najcz�stsze wyst�powanie 
komórek o ciałach owalnych i wrzecionowatych, a nieco rzadziej – wielobocz-
nych. Ponadto, zwraca uwag� zmniejszaj�cy si� w trakcie dojrzewania wielu 
populacji udział neuronów okr�głych oraz wzrost udziału neuronów o ciałach 
wielobocznych. W przypadku pojedynczo znakowanych neuronów zawieraj�-
cych neuropeptyd Y oraz w przypadku kolokalizacji neuropeptydu Y z syntaz� 
tlenku azotu, stwierdzono wzrost �rednich warto�ci pól przekroju neuronów 
w okresie obserwacji, co dodatkowo podkre�la przebieg procesu dojrzewania 
morfologicznego w tych populacjach neuronalnych. 

Podobny do opisanego wy
ej przebieg procesu dojrzewania morfologiczne-
go populacji neuronów zawieraj�cych neuropeptyd Y oraz wazoaktywny peptyd 



Dyskusja 110 

jelitowy, w okresie pourodzeniowym zachodzi w wielu strukturach o�rodkowego 
układu nerwowego [114, 197, 199, 303, 475]. Przedłu
ony okres dojrzewania 
tych populacji neuronalnych mo
e wynika� z konieczno�ci dłu
szego oddziały-
wania na nie czynników troficznych, czy aktywno�ci spontanicznej otaczaj�cych 
neuronów, niezb�dnej do uko�czenia tego procesu [481]. 

Wcze�niej opublikowane wyniki bada� procesu dojrzewania populacji neu-
ronów zawieraj�cych syntaz� tlenku azotu w przedmurzu, wskazuj� na wzrasta-
j�cy wraz z wiekiem udział w tej populacji komórek wielobocznych, przy jedno-
czesnym zmniejszeniu si� udziału komórek okr�głych [241].  

Ocena zró
nicowania kształtów neuronów wskazuje na odr�bno�ci morfolo-
giczne badanych populacji. Zgodnie z klasyfikacj� neuronów przedmurza szczu-
ra, zaproponowan� przez Mamos [287], neurony zawieraj�ce neuropeptydy od-
powiadaj� kategorii �rednich neuronów bezkolcowych (MA), nieco rzadziej s� 
spotykane małe neurony bezkolcowe (SA). Komórki te stanowi� grup� neuro-
nów niepiramidowych i nie bior� udziału w wytwarzaniu projekcji przedmurzo-
wo-korowej [242]. 

Neurony CB-ir odpowiadaj� typom MA i SA neuronów bezkolcowych 
przedmurza, według klasyfikacji Mamos i Narkiewicza [287]. Neurony CR-ir 
odpowiadaj� przede wszystkim małym neuronom bezkolcowym (SA), a nieco 
rzadziej �rednim neuronom bezkolcowym (MA), podczas gdy neurony PV-ir – 
typowi MA interneuronów przedmurza. Nie stwierdzono obecno�ci białek wi�-

�cych wap� w neuronach projekcyjnych przedmurza [110].  

Nale
y podkre�li�, 
e zaobserwowane przeze mnie ró
nice w ukształtowaniu 
poszczególnych populacji komórkowych, zarysowuj�ce si� podczas dojrzewania 
przedmurza, s� wypadkow� zmian zachodz�cych w neuronach, które przez cały 
badany okres wykazuj� ekspresj� okre�lonej substancji. Z drugiej strony, nie 
mo
na wykluczy� zwi�kszenia ekspresji danej substancji, w okre�lonym mo-
mencie dojrzewania, przez komórki charakteryzuj�ce si� okre�lonym zespołem 
cech morfologicznych. Współwyst�powanie obu tych procesów mo
e decydo-
wa� o zró
nicowaniu morfologicznym poszczególnych populacji neuronalnych, 
odr�bnych pod wzgl�dem charakterystyki immunocytochemicznej. 

Uzyskane wyniki upowa
niaj� do podkre�lenia istotnej ró
nicy w rozmiesz-
czeniu populacji neuronów projekcyjnych oraz interneuronów w przedmurzu 
szczura, w całym badanym okresie dojrzewania. Neurony projekcyjne, ł�cz�ce 
si� z okre�lonym obszarem korowym, wykazuj� rozmieszczenie strefowe, za-
równo w okresie dojrzewania, jak i po jego zako�czeniu. Podobny charakter 
rozmieszczenia neuronów projekcyjnych w przedmurzu zaobserwowany został 
w przypadku ró
nych stref projekcyjnych przez licznych autorów [209, 234, 237, 
285, 427, 428]. Wskazuje to na przyporz�dkowanie okre�lonych obszarów 
przedmurza odpowiednim obszarom korowym, a co za tym idzie, okre�lonym 
funkcjom.  
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W przeciwie�stwie do przedstawionego powy
ej strefowego wzorca roz-
mieszczenia neuronów projekcyjnych, interneurony o zró
nicowanej charaktery-
styce immunocytochemicznej rozmieszczone s� w sposób równomierny. Uzy-
skane przeze mnie wyniki ró
ni� si� wi�c od wcze�niej opublikowanych danych 
dotycz�cych przedmurza myszy, mówi�cych o liczniejszym wyst�powaniu in-
terneuronów zawieraj�cych CaBP w cz��ci przedmurza zwi�zanej z projekcj� 
ruchow� i limbiczn� [387]. 

Mo
na przypuszcza�, 
e równomierne rozmieszczenie interneuronów 
o zró
nicowanej charakterystyce immunocytochemicznej w przedmurzu szczura, 
w okresie dojrzewania, odzwierciedla jednakowy dla całej struktury sposób 
funkcjonowania tej populacji neuronalnej. Ró
nice czynno�ciowe mog� wi�c 
zale
e� od oddziaływania interneuronów na neurony projekcyjne, zwi�zane 
z ró
nymi obszarami korowymi i podkorowymi systemem dwukierunkowych 
poł�cze� [390]. 

 

5.4.  Cechy procesu dojrzewania neuropilu 

W�ród neuropilu wykazuj�cego obecno�� badanych neuropeptydów, długo�� 
okresu dojrzewania neuropilu NPY- i SOM-ir jest równa długo�ci dojrzewania 
odpowiednich populacji ciał komórek nerwowych. Okres dojrzewania neuropilu 
VIP-ir jest dłu
szy ni
 dojrzewania odpowiednich komórek nerwowych.  
W przypadku neuropilu wykazuj�cego obecno�� białek wi�
�cych wap�, stwier-
dza si� dłu
szy okres osi�gania dojrzało�ci morfologicznej przez neuropil CB-ir, 
ni
 przez odpowiedni� populacj� komórek nerwowych. Nale
y zaznaczy�, 
e 
spo�ród wszystkich badanych populacji, neuropil wykazuj�cy obecno�� parwal-
buminy pojawia si� najpóniej. Jego obecno�� stwierdza si� dopiero po upływie 
10 dni od urodzenia. Cechy morfologicznej dojrzało�ci osi�ga on w najkrótszym 
okresie czasu – ju
 po upływie pierwszego miesi�ca 
ycia. 

Na podstawie wcze�niej opublikowanych wyników bada� stwierdziłem, 
e 
morfologiczne cechy dojrzało�ci neuropilu NOS-ir wyst�puj� po upływie trzech 
tygodni 
ycia szczura, równocze�nie z osi�gni�ciem dojrzało�ci przez ciała ko-
mórek nerwowych zawieraj�cych NOS [241]. 

Przedstawione wyniki wskazuj� z jednej strony na zró
nicowanie długo�ci 
okresu dojrzewania neuropilu, wykazuj�cego obecno�� badanych substancji, 
a z drugiej strony sugeruj�, 
e proces dojrzewania neuropilu charakteryzuje si� 
dynamik� odr�bn� od tej, która dotyczy dojrzewania ciał komórek nerwowych 
w danym typie barwienia.  

W swoim materiale stwierdziłem wyst�powanie zako�cze� aksonalnych  
oraz włókien nerwowych, rozmieszczonych dookoła ciał niewyznakowa- 
nych neuronów. Ich obecno�� wykazano w przypadku neuropilu zawieraj�cego 
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neuropeptyd Y oraz wazoaktywny peptyd jelitowy. Staj� si� one widoczne pod 
koniec kształtowania morfologicznego neuropilu w przedmurzu. Obecno�� po-
dobnych struktur w przypadku neuropilu VIP-ir opisano dotychczas mi�dzy in-
nymi w korze mózgu i j�drze �ródgruszkowym u dojrzałych szczurów [26, 118, 
222, 475]. Podobnie, obecno�� zako�cze� aksonalnych oraz włókien NPY-ir, 
otaczaj�cych ciała niewyznakowanych neuronów, opisano w przedmurzu doro-
słych szczurów [242].  

Ponadto, stwierdzono obecno�� zako�cze� aksonalnych i włókien PV- oraz 
CR-ir wokół ciał niewyznakowanych neuronów. Struktury te wyst�puj� licznie 
w wielu okolicach o�rodkowego układu nerwowego [3, 98, 118, 226, 436]. Ich 
obecno�� wskazuje na istotne znaczenie hamowania aktywno�ci innych neuro-
nów (zarówno projekcyjnych, jak i interneuronów) przez zró
nicowan� immu-
nocytochemicznie populacj� interneuronaln� [118, 224].  

 

5.5. Kolokalizacja neuropeptydów z białkami wi���cymi 
wap� lub syntaz� tlenku azotu w okresie dojrzewania 
przedmurza 

Uzyskane wyniki bada� kolokalizacji wybranych neuropeptydów z białkami 
wi�
�cymi wap� oraz syntaz� tlenku azotu wskazuj� na istnienie istotnych ró
nic 
dotycz�cych: 1/ momentów pojawienia si� poszczególnych typów kolokalizacji, 
2/ dynamiki dojrzewania populacji neuronów podwójnie znakowanych, 3/ wiel-
ko�ci kolokalizacji. 

Momenty pojawienia si� poszczególnych typów kolokalizacji w przedmurzu 
s� zró
nicowane. Najwcze�niej, bo ju
 w dniu urodzenia, stwierdzono wyst�po-
wanie kolokalizacji neuropeptydów z udziałem syntazy tlenku azotu (NPY/NOS, 
SOM/NOS), a tak
e kolokalizacji wazoaktywnego peptydu jelitowego z kalrety-
nin� (VIP/CR). W okresie pourodzeniowym pojawiaj� si� populacje neuronów 
wykazuj�cych kolokalizacje neuropeptydu Y ze wszystkimi badanymi białkami 
wi�
�cymi wap� (NPY/CB, NPY/CR, NPY/PV), a tak
e somatostatyny z kal-
bindyn� D28k (SOM/CB).  

Nale
y przypuszcza�, 
e podobnie jak w innych strukturach OUN, cz��� po-
pulacji neuronów wykazuj�cych wcze�niej obecno�� jednej z badanych substan-
cji, w okre�lonym momencie dojrzewania rozpoczyna ekspresj� drugiej z nich, 
charakterystycznej dla danego typu kolokalizacji [7, 261]. 

Wyst�powanie podobnych do opisanych typów kolokalizacji stwierdzono 
równie
 w innych strukturach OUN. W korze mózgu szczura wykazano obec-
no�� kolokalizacji NPY/CB [98, 195, 353], a tak
e kolokalizacji SOM/CB [154, 
221, 222, 246, 393]. Podobnie, w pr�
kowiu szczura wyst�puje zarówno koloka-
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lizacja NPY/CB [247], jak i kolokalizacja SOM/CB [248]. W przeciwie�stwie 
do wyników uzyskanych w przedmurzu, nie stwierdzono obecno�ci kolokalizacji 
typu NPY/CR oraz NPY/PV w korze mózgu szczura [98]. 

Kolokalizacja VIP/CR została opisana przez wielu autorów w korze mózgu 
[221, 222, 246, 393] oraz w hipokampie szczura [1]. Ten typ kolokalizacji wy-
st�puje równie
 w j�drze �ródgruszkowym szczura [239]. 

Podobnie jak w przedmurzu, obecno�� kolokalizacji dwóch badanych neuro-
peptydów – neuropeptydu Y oraz somatostatyny z syntaz� tlenku azotu stwier-
dzono w wielu strukturach o�rodkowego układu nerwowego. Kolokalizacj� 
NPY/NOS wykazano w neuronach ciała migdałowatego [465], j�dra �ródgrusz-
kowego [239] i kory mózgu ró
nych gatunków ssaków [232, 431]. Kolokalizacj� 
SOM/NOS opisano mi�dzy innymi w neuronach ciała migdałowatego człowieka 
[465] oraz zakr�tu z�batego szczura [111]. Ponadto, wyst�puje ona tak
e w neu-
ronach pr�
kowia [471] oraz w wielu obszarach korowych u ró
nych gatunków 
ssaków [232, 431, 465].  

Ocena dynamiki dojrzewania poszczególnych typów kolokalizacji pozwala 
na dokonanie podziału na charakteryzuj�ce si� wzrostem i na stabilne w bada-
nym okresie. Wzrost warto�ci współczynnika kolokalizacji wraz z wiekiem 
stwierdza si� w przypadku kolokalizacji kalbindyny D28k z dwoma neuropepty-
dami  (NPY/CB,  SOM/CB),  oraz w  przypadku dwu kolokalizacji kalretyniny 
– z wazoaktywnym peptydem jelitowym (VIP/CR), a ponadto, w przypadku 
kolokalizacji  z  neuropeptydem Y (NPY/CR,  NPY/NOS).  Nie  wykazano
wzrostu  odpowiednich  współczynników  w  przypadku  kolokalizacji  neuro-
peptydu Y z parwalbumina (NPY/PV), 
a tak
e w przypadku kolokalizacji somatostatyny z syntaz� tlenku azotu 
(SOM/NOS). Jak dotychczas, brak jest w literaturze oceny dynamiki dojrzewa-
nia populacji neuronów zró
nicowanych pod wzgl�dem charakterystyki immu-
nocytochemicznej w przedmurzu szczura. Zmiany warto�ci współczynników 
kolokalizacji wskazuj� na wzrastaj�ce zró
nicowanie populacji dojrzewaj�cych 
interneuronów przedmurza. 

Porównanie wielko�ci kolokalizacji pozwala na podkre�lenie kilku istotnych 
cech w przebiegu dojrzewania przedmurza. W�ród badanych typów kolokalizacji 
wyró
ni� mo
na te, które charakteryzuj� si� bardzo wysokimi warto�ciami 
współczynników kolokalizacji. Nale
� do nich kolokalizacje NPY/NOS, 
VIP/CR, SOM/NOS (najwy
sze warto�ci współczynników kolokalizacji wyno-
sz� odpowiednio – 65%, 51%, 39%). Ni
sze warto�ci wykazuj� typy kolokaliza-
cji neuropeptydu Y oraz somatostatyny z kalbindyn� D28k (odpowiednio –  
32%, 31%). Zdecydowanie najni
szymi warto�ciami charakteryzuj� si� typy 
kolokalizacji neuropeptydu Y z kalretynin� oraz parwalbumin� (odpowiednio – 
9,5%, 9%). 
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Cz�st� kolokalizacj� neuropeptydu Y oraz somatostatyny z syntaz� tlenku 
azotu potwierdzaj� badania wielu obszarów kory mózgu szczura [37, 112, 154, 
246, 393]. Podobnie, kolokalizacja wazoaktwnego peptydu jelitowego z kalrety-
nin� okre�lana jest jako bardzo cz�sta w korze mózgu u wielu gatunków ssaków 
[98, 393]. Zdaniem tych samych autorów, kolokalizacja somatostatyny z kalbin-
dyn� w korze mózgu szczura, w przeciwie�stwie do wyników dotycz�cych 
przedmurza, jest bardzo cz�sta, podczas gdy rzadziej spotyka si� kolokalizacj� 
neuropeptydu Y z kalbindyn�. 

Współwyst�powanie neuropeptydu Y z kalretynin� lub parwalbumin� jest 
rzadkie w przedmurzu. Obecno�ci tych typów kolokalizacji nie została potwier-
dzona w badaniach dotycz�cych kory mózgu u ró
nych gatunków ssaków  
[12, 98]. 

Wydaje si� istotne, 
e w obu populacjach neuronów wykazuj�cych kolokali-
zacj� neuropeptydów z syntaz� tlenku azotu (NPY/NOS oraz SOM/NOS), mak-
symalne warto�ci współczynników kolokalizacji s� wy
sze od odpowiednich 
warto�ci współczynników kolokalizacji w populacjach neuronów wykazuj�cych 
kolokalizacj� tych samych neuropeptydów z białkami wi�
�cymi wap�. Wska-
zuje to na kluczowe znaczenie tlenku azotu w procesie dojrzewania populacji 
neuronalnych przedmurza. 

Porównanie warto�ci stosunku neuronów podwójnie znakowanych, do neu-
ronów pojedynczo znakowanych, wyst�puj�cych w okre�lonym typie kolokali-
zacji, wskazuje na istotne cechy charakteryzuj�ce populacje badanych interneu-
ronów. Na podstawie tych danych nale
y bra� pod uwag� wyst�powanie  
w przedmurzu szczura typu kolokalizacji NPY/SOM/NOS. Przemawia� za tym 
mog� równie
: wczesne wyst�powanie obu typów kolokalizacji (NPY/NOS oraz 
SOM/NOS) w procesie dojrzewania przedmurza, a tak
e podobie�stwo cech 
morfologicznych obu populacji neuronów podwójnie znakowanych. 

Na obecno�� potrójnej kolokalizacji NOS z neuropeptydami – neuropepty-
dem Y oraz somatostatyn� – wskazuj� wyniki bada� immunocytochemicznych 
kory mózgu szczura [37, 112, 154, 246, 393].  

Nale
y zwróci� uwag�, 
e w korze mózgu szczura, w przeciwie�stwie do 
przedmurza, jedynie 10–20% neuronów zawieraj�cych somatostatyn� wykazuje 
kolokalizacj� z NOS [246, 393]. Ró
nice pomi�dzy odpowiednimi warto�ciami 
mog� �wiadczy� o istnieniu odr�bnych dla poszczególnych struktur mechani-
zmów, reguluj�cych ekspresj� badanych substancji.  

Uzyskane wyniki wskazuj� na znaczne zró
nicowanie populacji interneuro-
nów przedmurza pod wzgl�dem charakterystyki immunocytochemicznej,  
dynamiki dojrzewania, a tak
e znaczenia funkcjonalnego w procesie dojrzewania 
przedmurza.  
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5.6.  Potencjalne znaczenie czynno�ciowe populacji neuronów 
zawieraj�cych badane substancje w procesie dojrzewania 
przedmurza 

5.6.1.  Znaczenie czynno�ciowe neuropeptydów 

Neuropeptyd Y  

Potencjalne znaczenie neuropeptydu Y we wczesnym okresie dojrzewania 
przedmurza mo
e wynika� z jego roli reguluj�cej napływ jonów Ca++ do wn�-
trza komórki nerwowej [16, 298, 442]. Umo
liwia to po�rednie wpływanie na 
przebieg takich procesów jak wzrost włókien nerwowych oraz kształtowanie 
czynno�ci bioelektrycznej neuronów [77, 352]. Neuropeptyd Y wpływaj�c na 
zmniejszenie uwalniania glutaminianu [228], mo
e zabezpiecza� populacj� in-
terneuronów przedmurza przed nadmiernym pobudzeniem przez neurony pro-
jekcyjne, wykorzystuj�ce ten neuroprzekanik. Ponadto, neuropeptyd Y, wyka-
zuj�c działanie antyepileptyczne we wczesnym okresie dojrzewania, mo
e od-
grywa� rol� zabezpieczaj�c� populacj� neuronów przedmurza przed powstaniem 
patologicznej czynno�ci bioelektrycznej [44, 228, 485]. Wymienione wy
ej 
funkcje neuropeptydu Y mog� by� realizowane mi�dzy innymi za po�rednic-
twem receptorów Y1 i Y2 obecnych w przedmurzu [368].  

Somatostatyna  

Wysoka g�sto�� w okresie obserwacji, charakteryzuj�ca populacj� neuronów 
zawieraj�cych somatostatyn�, wskazuje na istotn� rol� tego neuropeptydu 
w procesie dojrzewania przedmurza. W najwcze�niejszym okresie rozwoju  
znaczenie somatostatyny mo
e polega� na powstrzymywaniu nadmiernego 
wzrostu populacji komórkowej [333]. Mo
e ona ponadto uczestniczy� w regu-
lowaniu migracji komórkowych [131, 411, 446, 491]. Zarówno w okresie przed-, 
jak i pourodzeniowym w przedmurzu i jego najbli
szym otoczeniu zachodz� 
liczne procesy migracyjne. Do przedmurza docieraj� neurony zd�
aj�ce z miej-
sca swego powstania, w rejonie neuroepitelium korowego. W rejonie przedmu-
rza zachodzi ponadto migracja neuronów opuszczaj�cych tzw. rezerwuar ko-
rowo-przedmurzowy, a proces ten ulega zako�czeniu pod koniec pierwszego 
tygodnia 
ycia szczura [23, 25, 278]. W bezpo�rednim s�siedztwie przedmurza 
zachodz� procesy migracyjne interneuronów korowych, powstałych w wyniosło-
�ciach zwojowych [11, 25, 369]. Uzasadnia to wyst�powanie w przedmurzu,  
w okresie jego dojrzewania, licznej populacji neuronów zawieraj�cych somato-
statyn�. 
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Rola somatostatyny w okresie dojrzewania przedmurza mo
e wi�za� si�, po-
dobnie jak w innych okolicach o�rodkowego układu nerwowego, z kształtowa-
niem i ograniczaniem jego poł�cze� [198].  

Wazoaktywny peptyd jelitowy  

Wpływ wazoaktywnego peptydu jelitowego na rozwój i dojrzewanie struktur 
o�rodkowego układu nerwowego jest wielokierunkowy i najprawdopodobniej 
dotyczy ró
nych faz tego procesu. W najwcze�niejszym okresie rozwoju rola 
wazoaktywnego peptydu jelitowego jest zwi�zana z regulacj� proliferacji 
i ró
nicowania komórek nerwowych [152, 323]. VIP wpływa na skrócenie dłu-
go�ci cyklu komórkowego komórek neuroepitelialnych, poprzez skrócenie fazy 
S i G1 [165-167]. 

Potencjalne działanie wazoaktywnego peptydu jelitowego w stosunku do 
populacji dojrzewaj�cych neuronów przedmurza mo
e by� zwi�zane z jego 
funkcj� neuroprotekcyjn� [53, 132, 152, 160, 190, 323] oraz neurotroficzn� 
[376]. 

5.6.2.  Znaczenie czynno�ciowe białek wi���cych wap�  

Kalbindyna D28k  

Kalbindyna D28k pojawia si� zwykle jeden do dwóch dni po zako�czeniu 
podziałów komórkowych i po rozpocz�ciu migracji neuronalnych oraz po rozpo-
cz�ciu wydłu
ania wypustek [121]. W okresie wczesnego rozwoju struktur 
o�rodkowego układu nerwowego, kalbindyna D28k ma wa
ne znaczenie bufo-
ruj�ce poziom jonów Ca++ [142, 355]. Tym samym, zabezpiecza ona dojrzewa-
j�ce komórki nerwowe przed uszkodzeniem powodowanym przez glutaminian 
i nadmierne pobudzenie za po�rednictwem receptorów NMDA [296, 477]. Sta-
bilizacja poziomu jonów Ca++ wpływa na efektywno�� procesu przekanictwa 
synaptycznego. Bior�c pod uwag�, i
 glutaminian jest głównym neurotransmite-
rem neuronów projekcyjnych kory mózgu, wysyłaj�cych mi�dzy innymi projek-
cje do przedmurza, nale
y przypuszcza� 
e kalbindyna D28k spełnia istotne 
zadanie ochronne we wczesnym okresie dojrzewania przedmurza. Ponadto, 
zmiany w wielko�ci ekspresji kalbindyny D28k w okresie dojrzewania s� zwi�-
zane po�rednio z procesem synaptogenezy [5, 7, 266, 309]. Kalbindyna D28k 
bierze udział w regulacji wzrostu neurytów oraz w kształtowaniu drzewa den-
drytycznego [313, 389]. Ekspresja jej jest wysoka podczas kształtowania i mo-
delowania poł�cze� [182]. W przedmurzu procesy te zachodz� w ci�gu pierw-
szych czterech tygodni 
ycia. 
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Kalretynina  

Według wielu autorów kalretynina jest dobrym znacznikiem niedojrzałych 
i migruj�cych neuronów w trakcie rozwoju struktur o�rodkowego układu ner-
wowego [139, 462, 463]. Jak przedstawiono to wy
ej, w samym przedmurzu 
oraz jego najbli
szym otoczeniu, zarówno w okresie przedurodzeniowym, jak 
i po urodzeniu, zachodz� nasilone procesy migracyjne. Uzasadnia to wyst�po-
wanie w okresie dojrzewania stosunkowo licznej populacji neuronów zawieraj�-
cych kalretynin�.  

Działanie buforuj�ce kalretyniny w stosunku do jonów Ca++ we wczesnym 
okresie rozwoju i dojrzewania przedmurza mo
e wpływa� na przebieg procesów 
zale
nych od jonów Ca++, jak synaptogeneza, wydłu
anie neurytów i kształto-
wanie układu akso-dendrytycznego [384, 407]. Procesy te zachodz� w okresie 
wyst�powania maksymalnej g�sto�ci neuronów CR-ir w przedmurzu. 

Parwalbumina  

Parwalbumina jest jedynym z badanych białek wi�
�cych wap�, którego 
ekspresja w neuronach przedmurza rozpoczyna si� po urodzeniu. Zdaniem nie-
których autorów, pocz�tek ekspresji tego białka wykazuje zwi�zek czasowy 
z nasileniem procesu synaptogenezy oraz rozpocz�ciem czynno�ci bioelektrycz-
nej w komórkach nerwowych [6, 7, 313, 433]. W wielu strukturach parwalbu-
mina pojawia si� w około dwa tygodnie po wyst�pieniu ekspresji GABA. Osi�-
gni�cie dojrzało�ci czynno�ciowej neuronów PV-ir mo
e zale
e� od wcze�niej-
szego wytworzenia podjednostek receptora NMDA w tych neuronach [12, 71, 
259, 400]. Oddziaływanie glutaminianu na ukształtowane w sposób dojrzały 
receptory NMDA mo
e wi�c przyczyni� si� do zwi�kszenia ekspresji parwalbu-
miny i podj�cia funkcji przez zawieraj�ce j� interneurony [22, 380]. Nale
y 
przypuszcza�, 
e neurony projekcyjne licznych obszarów korowych, posiadaj�ce 
poł�czenia z przedmurzem i wykorzystuj�ce glutaminian jako główny neuro-
przekanik, mog� wywiera� istotny wpływ na przebieg dojrzewania zawieraj�-
cych parwalbumin� interneuronów przedmurza. 

 

5.6.3.  Znaczenie czynno�ciowe tlenku azotu  

Tlenek azotu działaj�c w kolejnych stadiach rozwoju i dojrzewania wielu 
struktur o�rodkowego układu nerwowego, w tym tak
e przedmurza, wpływa na 
ró
ne procesy fizjologiczne. W najwcze�niejszym okresie rozwoju, tlenek azotu 
bierze udział w regulacji przej�cia fazy proliferacji komórkowej w faz� ró
nico-
wania neuronów [189, 378], a tak
e w kontroli migracji neuronalnych [173, 
406]. W póniejszym okresie wywiera wpływ na ukształtowanie poł�cze�,  
bior�c udział w stymulowaniu wzrostu aksonów i redukcji nieprawidłowych 
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poł�cze� [125], a tak
e w zwi�kszaniu liczby rozgał�zie� [81, 84, 191, 467, 468, 
489, 490]. Ponadto, NO jest zaanga
owany w regulacji procesu synaptogenezy 
[82, 354, 405], a tak
e �mierci komórkowej [82, 354, 409, 498]. 

Oprócz wy
ej wymienionych funkcji, nale
y podkre�li� znaczenie tlenku 
azotu w przebiegu procesów uczenia si� i zapami�tywania [105]. Przedmurze, 
jako struktura zaanga
owana w procesy asocjacji korowej oraz �ci�le powi�zana 
z elementami układu limbicznego, odgrywa istotn� rol� w wymienionych wy
ej 
procesach [284-286, 482].  

Na podstawie przeprowadzonych przeze mnie wcze�niej bada� przedmurza 
dorosłych szczurów, potwierdzonych przez innych autorów [171, 242], wykaza-
no zró
nicowanie populacji neuronów NOS-ir przedmurza na subpopulacj� in-
terneuronów oraz mniejsz� liczebnie subpopulacj� neuronów projekcyjnych. 
Wskazuje to na istotn�, cho� nie w pełni poznan�, rol� tlenku azotu w regulacji 
czynno�ci komórek nerwowych omawianej struktury. 

 

5.7.  Ocena dojrzewania populacji neuronów projekcyjnych  
w oparciu o metod� wstecznego transportu aksonalnego 

Poł�czenia przedmurzowo-korowe u dojrzałego szczura były przedmiotem 
wcze�niejszej oceny jako�ciowej [109, 312, 329, 402, 427, 480, 482] oraz ilo-
�ciowej [238, 428]. Brak jest jednak w literaturze danych charakteryzuj�cych 
dojrzewanie tych poł�cze� w okresie pourodzeniowym.  

Uzyskane wyniki wskazuj�, 
e zjawiska dojrzewania populacji neuronów 
projekcyjnych przedmurza w badanym okresie obejmuj� przede wszystkim:  
1/ zmiany rozkładu ich kształtów oraz 2/ zmiany g�sto�ci numerycznej.  

Neurony projekcyjne, zwi�zane z kor� somatosensoryczn�, s� obecne we 
wszystkich badanych grupach wiekowych. Ocena zró
nicowania ich kształtów 
wskazuje na du
y udział komórek owalnych, wrzecionowatych lub wielobocz-
nych. Udział neuronów wielobocznych zwi�ksza si� w okresie obserwacji. 
Zgodnie z podziałem morfologicznym neuronów przedmurza, zaproponowanym 
przez Mamos i Narkiewicza, neurony projekcyjne odpowiadaj� typom MS I – III 
[287]. Przej�ciowy wzrost g�sto�ci numerycznej neuronów projekcyjnych osi�ga 
maksimum po upływie dwóch tygodni. 

Moment powstania poł�cze� przedmurzowo-korowych nie został dotychczas 
precyzyjnie okre�lony. Opieraj�c si� na wynikach bada� Bayer i Altman,  
dotycz�cych powstawania populacji neuronów przedmurza u szczura oraz prze-
biegu procesów migracji mo
na podejrzewa�, 
e poł�czenia te kształtuj� si�  
w przedziale czasu mi�dzy E16, a P7 [23]. Mo
na przypuszcza�, 
e ich rozwój 
rozpoczyna si� po zako�czeniu migracji neuronów ju
 w okresie płodowym. 
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Jakkolwiek wytworzenie poł�cze� przedmurzowo-korowych ma miejsce 
w okresie przedurodzeniowym, to podobnie jak w przypadku poł�cze� wzgó-
rzowo-korowych, proces ich kształtowania jest rozło
ony w czasie, obejmuj�c 
ko�cow� faz� 
ycia płodowego, jak i pierwsze dni po urodzeniu [273, 320, 321]. 
Dochodzi wówczas do penetracji warstw korowych, tworzenia rozgał�zie�, two-
rzenia poł�cze� synaptycznych [318, 319]. W przypadku projekcji przedmu-
rzowo-korowej s� to przede wszystkim poł�czenia synaptyczne z neuronami IV 
warstwy korowej [419]. Funkcjonowanie poł�cze� rozpoczyna si� po osi�gni�ciu 
dojrzało�ci przez populacje neuronów projekcyjnych oraz interneuronów przed-
murza.  

Na podstawie przeprowadzonych bada�, nie stwierdziłem istotnych zmian 
dotycz�cych ukształtowania badanej strefy projekcyjnej w przedmurzu. Ukształ-
towanie przestrzenne strefy projekcyjnej przedmurza wyprzedza niejako moment 
osi�gni�cia maksymalnej g�sto�ci neuronów projekcyjnych. �wiadczy to  
o wczesnym przygotowaniu topograficznym badanej strefy projekcyjnej do  
podj�cia funkcji zwi�zanej z oddziaływaniem na czynno�� kory somatosenso-
rycznej. Topograficzne uporz�dkowanie poł�cze� przedmurza z okre�lonymi 
obszarami korowymi mo
e by� tłumaczone z jednej strony oddziaływaniem 
zró
nicowanych czynników chemotaktycznych, z drugiej za�, wykorzystaniem 
zst�puj�cej projekcji korowo-przedmurzowej jako rusztowania dla projekcji 
wst�puj�cej, do odpowiednich obszarów korowych. Koncepcja przedmurzowo-
korowej p�tli neuronalnej wskazuje stref� projekcyjn� przedmurza jako pocz�tek 
i koniec odpowiednich ramion wst�puj�cych i zst�puj�cych w danej projekcji 
[334]. Mogłoby to odpowiada� hipotezie „wyci�gni�tej r�ki” (ang. handshake 
hypothesis) wprowadzonej dla wyja�nienia topografii w poł�czeniach wzgórzo-
wo-korowych [316, 319]. Istotn� rol� odgrywaj� oddziaływania czynników tro-
ficznych, zawartych w aksonach neuronów projekcyjnych, jak i uwalnianych 
przez neurony kory mózgu. Mo
na przypuszcza�, 
e podobnie jak w przypadku 
poł�cze� wzgórzowo-korowych, wpływ kory mózgu mo
e by� zró
nicowany, 
w zale
no�ci od obszaru oraz wieku zwierz�cia, pozwalaj�c na wzrost aksonów 
i penetracj� kolejnych warstw korowych, tworzenie rozgał�zie� i formowanie 
synaps [317-319]. Pocz�tkowa faza tego procesu jest zale
na od substancji znaj-
duj�cych si� w przestrzeni mi�dzykomórkowej, jak netryny czy semaforyny [49, 
102, 304], a tak
e od mechanizmów genetycznych [90, 91, 274]. Dalsze etapy 
zale
� od obecno�ci czynników chemotropowych uwalnianych przez neurony 
poło
one w miejscu docelowym dla danej projekcji [317].  

Proces dojrzewania przedmurza, b�d�cy szeregiem zmian o charakterze ilo-
�ciowym i jako�ciowym, zachodz�cych w populacji neuronów projekcyjnych, 
interneuronów oraz w układzie synaptycznym, koncentruje si� głównie 
w okresie pierwszych czterech tygodni 
ycia szczura. Wyst�powanie zmian  
w tym samym okresie czasu, a tak
e w wielu przypadkach, podobne wzorce 
dynamiczne dojrzewania, mog� wskazywa� na wzajemne zale
no�ci pomi�dzy 
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procesami zachodz�cymi w obu populacjach neuronalnych i układzie synaptycz-
nym. 

Przedstawione wyniki wskazuj� na krytyczne znaczenie najwcze�niejszego 
okresu 
ycia zwierz�cia dla prawidłowego ukształtowania morfologicznego 
i biochemicznego badanej struktury o�rodkowego układu nerwowego. 
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6.  PODSUMOWANIE WYNIKÓW I WNIOSKI  

1. Przedmurze, w momencie urodzenia, jest struktur� niedojrzał� morfologicz-
nie, a proces jego dojrzewania jest kontynuowany w okresie pourodzenio-
wym.  

Wskazuj� na to zmiany ilo�ciowe obserwowane w zró
nicowanej pod 
wzgl�dem immunocytochemicznym populacji interneuronów, a tak
e w po-
pulacji neuronów projekcyjnych oraz w zawarto�ci białka synaptycznego 
SNAP-25. Ponadto, �wiadcz� o tym zmiany zró
nicowania kształtu neuro-
nów i struktury neuropilu. 

2. Ocena zmian zachodz�cych w populacji interneuronów, neuronów projek-
cyjnych oraz w ekspresji białka synaptycznego SNAP-25 pozwala rozró
ni� 
zmiany, których pocz�tek ma miejsce w okresie przedurodzeniowym oraz 
zmiany rozpoczynaj�ce si� po urodzeniu. 

W okresie przedurodzeniowym w przedmurzu rozpoczyna si� ekspresja 
wszystkich badanych neuropeptydów (neuropeptydu Y, somatostatyny, wa-
zoaktywnego peptydu jelitowego) oraz dwu spo�ród trzech badanych białek 
wi�
�cych wap� (kalbindyny D28k i kalretyniny). Pojawiaj� si� niektóre ty-
py kolokalizacji (NPY/NOS, SOM/NOS, VIP/CR). Rozpoczyna si� ponadto 
ekspresja białka synaptycznego SNAP-25 oraz kształtowanie neuropilu. Do 
najwa
niejszych zmian obserwowanych w okresie pourodzeniowym nale
y 
zaliczy� pocz�tek ekspresji parwalbuminy, pojawienie si� pozostałych typów 
kolokalizacji (NPY/CB, NPY/CR, NPY/PV, SOM/CB), zmiany g�sto�ci 
numerycznej populacji interneuronów oraz neuronów projekcyjnych, a po-
nadto – zmiany wielko�ci ekspresji białka synaptycznego SNAP-25. 

3. W�ród badanych populacji neuronów zawieraj�cych neuropeptydy oraz biał-
ka wi�
�ce wap� stwierdzono ró
nice w dynamice dojrzewania w okresie 
postnatalnym.  

Wzrost g�sto�ci numerycznej neuronów zaobserwowano w populacjach za-
wieraj�cych NPY, VIP, a tak
e CR oraz PV. Nie stwierdzono istotnych 
zmian g�sto�ci neuronów zawieraj�cych SOM. W populacji neuronów CB-ir 
zaobserwowano przej�ciowe zmniejszenie g�sto�ci zachodz�ce w ci�gu dru-
giego tygodnia 
ycia.  

Obserwowane zmiany wskazuj� na odr�bno�ci procesów reguluj�cych eks-
presj� badanych neuropeptydów oraz białek wi�
�cych wap� podczas doj-
rzewania przedmurza.  
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4. Badane substancje wykazuj� ró
nego typu kolokalizacje w neuronach 
przedmurza.  

Stwierdzono obecno�� kolokalizacji neuropeptydu Y z trzema białkami wi�-

�cymi wap� (NPY/CB, NPY/CR, NPY/PV) oraz z syntaz� tlenku azotu 
(NPY/NOS). Somatostatyna wykazuje kolokalizacj� z jednym z badanych 
białek wi�
�cych wap� (SOM/CB), a tak
e z syntaz� tlenku azotu 
(SOM/NOS). Wazoaktywny peptyd jelitowy kolokalizuje z kalretynin� 
(VIP/CR). 

Obecno�� wielu typów kolokalizacji przemawia za znacznym zró
nicowa-
niem czynno�ciowym populacji interneuronów przedmurza. Poszczególne 
typy kolokalizacji pojawiaj� si� na �ci�le okre�lonych etapach dojrzewania 
badanej struktury. 

5. Poł�czenia przedmurzowo-korowe, jakkolwiek s� ju
 obecne w okresie 
postnatalnym, podlegaj� w tym czasie zmianom jako�ciowym i ilo�ciowym.  

Obserwuje si� przej�ciowy wzrost g�sto�ci neuronów projekcyjnych, wyst�-
puj�cy po upływie dwóch tygodni 
ycia oraz stopniowe zwi�kszanie ró
no-
rodno�ci kształtu tych neuronów.  

6. Przebieg zmian ekspresji białka synaptycznego SNAP-25 podczas dojrzewa-
nia przedmurza odpowiada okresowi zmian ilo�ciowych i jako�ciowych za-
równo w populacji interneuronów, jak i neuronów projekcyjnych. Wskazuje 
to na jednoczasowe dojrzewanie głównych składników morfologicznych 
przedmurzowo-korowej p�tli neuronalnej.  

7. Dojrzewanie przedmurza jest procesem wieloetapowym, rozci�gaj�cym si� 
w okresie przed- i pourodzeniowym. Na podstawie uzyskanych wyników 
mo
na stwierdzi�, 
e zasadniczy jego etap, dotycz�cy kształtowania popula-
cji interneuronów, neuronów projekcyjnych oraz układu synaptycznego, za-
chodzi w ci�gu pierwszego miesi�ca 
ycia zwierz�cia.  
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7.  STRESZCZENIE 

Przedmurze jest du
� struktur� kresomózgowia ssaków, która poł�czona jest 
bogatym systemem dwukierunkowych projekcji przede wszystkim z wieloma 
obszarami kory nowej. Wyniki dotychczasowych bada� wskazuj� na integracyj-
n� funkcj� tej struktury w stosunku do licznych obszarów korowych. O ile bu-
dowa i poł�czenia przedmurza zostały dokładnie zbadane u dojrzałych przedsta-
wicieli ró
nych gatunków ssaków, o tyle rozwój i dojrzewanie przedmurza oraz 
kształtowanie jego poł�cze� poznane zostały fragmentarycznie. Osi�gni�cie doj-
rzało�ci czynno�ciowej przedmurza zachodzi po zako�czeniu procesów rozwoju 
i dojrzewania, przebiegaj�cych zarówno w okresie pre- jak i postnatalnym. Wy-
mienione procesy obejmuj� mi�dzy innymi kształtowanie: 1/ populacji interneu-
ronów, 2/ neuronów projekcyjnych oraz 3/ układu synaptycznego.  

Celem pracy była próba oceny charakteru i dynamiki zmian morfologicz-
nych zachodz�cych w populacji interneuronów, a tak
e neuronów projekcyjnych 
przedmurza oraz zmian w ekspresji białka synaptycznego SNAP-25, w okresie 
dojrzewania szczura. Ponadto, podj�te badania miały na celu okre�lenie prze-
działu czasu, w którym kształtuj� si� dojrzałe morfologicznie populacje neuro-
nalne, a tak
e układ synaptyczny przedmurza. 

Materiał badawczy stanowiła grupa 245 szczurów rasy Wistar, obojga płci. 
Zwierz�ta podzielono na grupy w zale
no�ci od wieku. Badania prowadzono 
w okresie obejmuj�cym pierwsze cztery miesi�ce 
ycia. 

Metody badawcze obejmowały: badania immunocytochemiczne, badania 
oparte na wstecznym transporcie aksonalnym znacznika fluorescencyjnego oraz 
technik� immunoblottingu białka (Western blotting). Przedmiotem analizy im-
munocytochemicznej była ocena wyst�powania trzech neuropeptydów: somato-
statyny (SOM), neuropeptydu Y (NPY), wazoaktywnego peptydu jelitowego 
(VIP) oraz trzech białek wi�
�cych wap�: parwalbuminy (PV), kalbindyny 
D28K (CB) i kalretyniny (CR) w neuronach przedmurza. Ponadto metod� po-
dwójnego znakowania immunocytochemicznego oceniano kolokalizacj� wy
ej 
wymienionych neuropeptydów z białkami wi�
�cymi wap�, a tak
e z form� 
neuronaln� syntazy tlenku azotu (nNOS). Metod� wstecznego transportu akso-
nalnego znacznika fluorescencyjnego (Fluoro-Gold) oceniono zmiany morfolo-
giczne w populacji neuronów projekcyjnych przedmurza, posiadaj�cych poł�-
czenia z kor� somatosensoryczn�. Stosuj�c metod� immunoblottingu (Western 
Blotting) oceniono zawarto�� białka synaptycznego SNAP-25. 
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Uzyskane wyniki analizowano jako�ciowo oraz ilo�ciowo, stosuj�c obiek-
tywne metody morfometryczne. Korzystano w tym celu z mikroskopu fluore-
scencyjnego, współpracuj�cego z systemem konfokalnym oraz z systemu do 
analizy stereologicznej.  

Wszystkie badane neuropeptydy wyst�puj� w interneuronach przedmurza 
w całym okresie obserwacji. W�ród populacji interneuronów zawieraj�cych neu-
ropeptydy (-ir), wykazano wzrost g�sto�ci numerycznej neuronów NPY-  
i VIP-ir w okresie pourodzeniowym. Maksymalne warto�ci g�sto�ci populacje te 
osi�gaj� odpowiednio w drugim oraz trzecim tygodniu 
ycia. G�sto�� neuronów 
SOM-ir w przedmurzu nie wykazuje istotnych zmian.  

W�ród interneuronów zawieraj�cych białka wi�
�ce wap� stwierdzono rów-
nie
 charakterystyczne zró
nicowanie procesu dojrzewania. Neurony CB- i CR-
ir wyst�puj� we wszystkich grupach wiekowych, podczas gdy neurony PV-ir – 
dopiero poczynaj�c od dziesi�tego dnia po urodzeniu. G�sto�� numeryczna neu-
ronów zawieraj�cych CB-ir wykazuje przej�ciowy spadek w ci�gu drugiego 
tygodnia 
ycia. W populacji neuronów CR- oraz PV-ir stwierdza si� wzrost g�-
sto�ci, osi�gaj�cy maksimum w trzecim tygodniu po urodzeniu.  

Stosuj�c podwójne barwienia immunocytochemiczne stwierdzono obecno�� 
kolokalizacji neuropeptydu Y z trzema białkami wi�
�cymi wap�: kalbindyn�, 
kalretynin�, parwalbumin�, a tak
e z syntaz� tlenku azotu w neuronach przedmu-
rza. Kolokalizacja somatostatyny zachodzi z kalbindyn�, a ponadto z syntaz� 
tlenku azotu. Stwierdzono obecno�� kolokalizacji wazoaktywnego peptydu jeli-
towego wył�cznie z kalretynin�.  

Wykazano zró
nicowanie momentów pojawienia si� typów kolokalizacji 
w dojrzewaniu przedmurza. W dniu urodzenia stwierdzono wyst�powanie kolo-
kalizacji: NPY/NOS, SOM/NOS oraz VIP/CR. Kolokalizacja NPY/CB wyst�pu-
je poczynaj�c od czwartego dnia po urodzeniu. Po upływie tygodnia pojawiaj� 
si� kolokalizacje NPY/CR oraz SOM/CB. Po upływie dwóch tygodni spotyka si� 
kolokalizacj� NPY/PV. 

Zaznacza si� zró
nicowanie dynamiki dojrzewania typów kolokalizacji. 
Wzrost warto�ci odsetka podwójnie znakowanych neuronów wraz z wiekiem 
stwierdza si� w : NPY/CB, NPY/CR, NPY/NOS oraz SOM/CB i VIP/CR.  

Ocena morfologiczna populacji neuronów projekcyjnych przedmurza wska-
zuje na obecno�� poł�cze� tej struktury z kor� somatosensoryczn� ju
 
w najwcze�niejszym okresie pourodzeniowym. Badania g�sto�ci numerycznej 
neuronów projekcyjnych wykazuj� przej�ciowy wzrost warto�ci, osi�gaj�cy 
maksimum po upływie dwóch tygodni. 
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Zarówno w populacji interneuronów, jak i neuronów projekcyjnych przed-
murza, w badanym okresie zachodz� zmiany morfologiczne dotycz�ce wzboga-
cenia ró
norodno�ci kształtów neuronów. Obserwuje si� tak
e dojrzewanie neu-
ropilu. 

Obecno�� białka synaptycznego SNAP-25 stwierdzono we wszystkich gru-
pach wiekowych. W ci�gu drugiego i trzeciego tygodnia 
ycia wyst�puje wzrost 
zawarto�ci SNAP-25. W dalszym okresie dojrzewania zaznacza si� spadek za-
warto�ci tego białka, a nast�pnie stabilizacja, charakteryzuj�ca okres dojrzały. 

Na podstawie uzyskanych wyników nale
y stwierdzi�, 
e przedmurze 
w chwili urodzenia jest struktur� niedojrzał� morfologicznie. W okresie pouro-
dzeniowym zachodzi w nim szereg procesów b�d�cych zarówno kontynuacj� 
zjawisk rozpocz�tych w okresie 
ycia płodowego, jaki i rozpoczynaj�cych si� po 
urodzeniu. W�ród interneuronów przedmurza zaznaczaj� si� ró
nice w dynamice 
dojrzewania poszczególnych subpopulacji, zró
nicowanych pod wzgl�dem za-
warto�ci neuromodulatorów oraz białek wi�
�cych wap�. Pojawienie si� okre-
�lonych typów kolokalizacji w ró
nym okresie dojrzewania, mo
e �wiadczy� 
o istnieniu zró
nicowanych mechanizmów reguluj�cych ekspresj� badanych 
substancji w interneuronach przedmurza.  

Podobny we wszystkich grupach wiekowych schemat budowy przedmurzo-
wej strefy projekcyjnej oraz wczesne powstanie poł�cze� przedmurzowo-
korowych, wskazuj� na istotne znaczenie wpływu omawianej struktury na funk-
cje zwi�zanych z ni� obszarów korowych.  

Zmiany jako�ciowe i ilo�ciowe zachodz�ce w populacji neuronów projek-
cyjnych przedmurza oraz w zawarto�ci białka synaptycznego SNAP-25, wskazu-
j� na kontynuacj� dojrzewania poł�cze� w obr�bie przedmurzowo-korowej p�tli 
neuronalnej w okresie pourodzeniowym.  

Koncentracja zjawisk zwi�zanych z dojrzewaniem populacji interneuronów, 
neuronów projekcyjnych oraz układu synaptycznego w ci�gu pierwszego miesi�-
ca 
ycia wskazuje na decyduj�ce znaczenie tego okresu dla ukształtowania doj-
rzałego pod wzgl�dem cech morfologicznych oraz zdolno�ci do wypełniania 
funkcji fizjologicznych przedmurza. 
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8.  SUMMARY 

Claustrum is a big telencephalic structure in mammals, connected by a sys-
tem of reciprocal projections, predominantly with the numerous areas of the neo-
cortex. The results of conducted studies indicate the integrative function of this 
structure in relationship to the numerous cortical areas. Although the morphol-
ogy and connections of the claustrum were studied in the adult representatives of 
numerous mammalian species, its development and maturation, as well as forma-
tion of its connections have been studied rather fragmentary.  

The physiological functions of this structure could be realized after complet-
ing of the processes of development and maturation, taking place in the prenatal 
and postnatal periods. These processes comprise among the others formation of 
the: 1/ population of the interneurons, 2/ projecting neurons and 3/ synaptogene-
sis.  

The aim of the study was the assessment of the character and dynamics of 
morphological changes taking place in the populations of claustral interneurons 
and projecting neurons, as well as the changes in expression of synaptic protein 
SNAP-25, during the maturation of the rat. Additionally, the aim was to deter-
mine the period of time, during which the morphologically developed neuronal 
populations of the claustrum and its synaptic system appear. 

245 Wistar rats, both sexes were used in the study. The animals were divided 
into groups, according to the age. The studies were conducted in the period of 
four months after birth.  

The methods comprised immunocytochemical stainings, retrograde axonal 
transport of the fluorescent tracer and protein immunoblotting (Western blotting) 
method. Immunocytochemical stainings were performed to study the occurrence 
of three neuropeptides: neuropeptide Y (NPY), somatostatin (SOM), vasoactive 
intestinal peptide (VIP) and three calcium binding proteins: calbindin D28k 
(CB), calretinin (CR), parvalbumin (PV). Additionally, by the method of double 
staining, the colocalizations of neuropeptides with calcium binding proteins, as 
well as with nitric oxide synthase (nNOS) were studied. By the method of retro-
grade axonal transport of the fluorescent tracer (Fluoro-Gold) the morphological 
changes in the population of the claustral projecting neurons, connected with 
somatosensory cortex were assessed. The Western blotting method was used to 
determine the occurrence and concentration of SNAP-25 protein.  

The results were studied quantitatively using the objective morphometric 
methods. The fluorescent microscope, confocal microscopic system and com-
puter assisted stereological analyzing system were used in the study.  
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All studied neuropeptides occur in the interneurons of the claustrum during 
the whole studied period. Among neuropeptide-containing neuronal populations 
the increase of the numerical density was observed for NPY- and VIP-
immunoreactive (-ir) neurons. The highest values of the numerical densities are 
observed in the second and third weeks of life, respectively. The numerical den-
sity of SOM-ir neurons in the claustrum does not reveal significant changes.  

Among the neurons containing the calcium binding proteins the differentia-
tion of the process of maturation is also observed. CB- and CR-ir neurons are 
present in all studied age groups, whereas PV-ir neurons – since the 10th postna-
tal day. The numerical density of CB-ir neurons reveals transient decrease during 
the second postnatal week. In the populations of the CR- and PV-ir the increase 
in the numerical density is observed, with the maximum in the third postnatal 
week.  

The double immunocytochemical stainings reveal colocalization of neu-
ropeptide Y with three calcium binding proteins: calbindin, calretinin and par-
valbumin, as well as with nitric oxide synthase. Colocalization of somatostatin 
with calbindin and with nitric oxide synthase is reported. Additionally, 
colocalization of vasoactive intestinal peptide with calretinin is observed in the 
claustral neurons.  

The moments of occurrence of particular types of colocalizations are differ-
entiated. In the day of birth the colocalizations of NPY/NOS, SOM/NOS and 
VIP/CR are present. The NPY/CB type of colocalization occurs since the fourth 
postnatal day. Two types of colocalizations - NPY/CR and SOM/CB are ob-
served since the seventh day of life, whereas NPY/PV type of colocalization –
after two weeks of life.  

The differentiation in the developmental dynamics of various types of colo-
calizations is observed. The increase in the percentage of double labeled neurons 
with the age is observed in NPY/CB, NPY/CR, NPY/NOS, SOM/CB and 
VIP/CR.  

The morphological studies of the population of the claustral projecting neu-
rons reveals the presence of connections with the somatosensory cortex in the 
earliest postnatal period. The studies of the numerical density of projecting neu-
rons reveal the transient increase, with the maximum value after two weeks of 
life.  

In the populations of interneurons and projecting neurons the increase in dif-
ferentiation of neuronal shapes is observed. The neuropil maturation takes place 
in the period of study.  

The synaptic protein SNAP-25 is present in the neurons of claustrum during 
the whole period of study. Its concentration increases during the second and third 
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weeks of life. Later the concentration of SNAP-25 decreases and its stabilization 
takes place.  

On the basis of obtained results, it may be concluded that the claustrum, at 
the moment of birth, is not matured morphologically. In the postnatal period 
numerous processes take place in the claustrum, some of them start in the fetal 
period, whereas the others – after birth. Among the claustral interneurons, con-
taining various neuromodulators and calcium binding proteins, the differences in 
the dynamics of maturation are reported. The occurrence of various types of 
colocalizations at various stages of maturation, may suggest presence of specific 
mechanisms, regulating the expression of studied substances in the claustral in-
terneurons.  

The similar morphological scheme of the claustral somatosensory projecting 
zone, in all age groups, and early occurrence of the claustro-cortical connections, 
indicate the important influence of the studied structure on the function of related 
cortical regions. 

The character of morphological changes taking place in the claustral project-
ing neurons, as well as in the concentration of synaptic protein SNAP-25, indi-
cate the continuation of maturation process of the claustro-cortical loop in post-
natal period.  

The concentration of numerous processes concerning maturation of interneu-
rons, projecting neurons and synaptic system in the first postnatal month indicate 
the crucial role of this period for morphological and functional formation of the 
adult claustrum. 
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