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1. WSTEP

Dynamiczny rozw6j neuroanatomii i neurobiologii w ciagu ostatnich kilku-
dziesigciu lat umozliwit przeniesienie zainteresowan badawczych z zakresu mor-
fologii opisowej w kierunku poznania przebiegu okre§lonych proceséw fizjolo-
gicznych i zrozumienia funkcji badanych struktur. Udoskonalenie metod immu-
nocytochemicznych, morfometrycznych, w potaczeniu z zastosowaniem mikro-
skopii konfokalnej, a takze rozwdj biologii molekularnej, umozliwiaja realizacj¢
tych zadan.

Pomimo zaawansowanych badaf, rozwdj i dojrzewanie wielu struktur
osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) nie zostaly dotychczas w petni poznane
i stanowia przedmiot dalszego zainteresowania naukowego. W kresomézgowiu
ssakOw jest coraz mniej struktur, ktérych pochodzenie i funkcja pozostaja tak
stabo poznane jak w przypadku przedmurza.

Wazrastajaca w ciagu ostatnich kilku lat liczba publikacji dotyczacych
przedmurza jest rezultatem wykazania jego udziatu w koordynacji dzialania wie-
lu obszaréw korowych [61, 62, 126, 175], a takze zaangazowania w proces epi-
leptogenezy [315, 418, 497]. Wiele probleméw zwigzanych z budowa i funkcja
przedmurza zdotano wyjasni¢ na podstawie badan przeprowadzonych u dojrza-
tych przedstawicieli wielu gatunkéw ssakéw. Odpowiedzi na wiele otwartych
pytan nalezy jednak szuka¢ w rozwoju ontogenetycznym.

Od momentu powstania populacji komdrkowej tworzacej przedmurze, do
chwili osiagnigcia przez t¢ strukture cech morfologicznych oraz immunocyto-
chemicznych wlasciwych dla okresu dojrzatego, uptywa dtugi okres, obejmujacy
koficowa czg$¢ rozwoju prenatalnego, jak i dojrzewanie w okresie postnatalnym.
Ze wzgledu na fragmentaryczny charakter informacji dotyczacych proceséw
przebiegajacych w tym czasie, istotne wydaje si¢ poznanie zmian zachodzacych
w przedmurzu po urodzeniu. Zmiany te dotycza migdzy innymi cech morfolo-
gicznych neuronéw przedmurza, charakterystyki immunocytochemicznej, two-
rzenia potaczen z innymi strukturami oraz odpowiedniego ksztattowania uktadu
synaptycznego.

W populacji neuronéw przedmurza, podobnie jak wielu innych struktur
osrodkowego uktadu nerwowego, rozrézni¢ mozna neurony projekcyjne, zapew-
niajace polaczenia z innymi strukturami oraz interneurony, czyli neurony po-
sredniczace, wywierajace wpltyw na pozostate komorki nerwowe badanej struk-
tury. W obu populacjach spotyka si¢ charakterystyczne neuroprzekazniki.
W pierwszej z nich zasadnicza rol¢ odgrywa kwas glutaminowy, jako neuro-
przekaznik pobudzajacy [377], w drugiej — kwas y-aminomastowy (GABA),
bedacy neuroprzekaznikiem hamujacym [153, 338, 339]. Oprécz wymienionych
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klasycznych neuroprzekaznikéw, istotne znaczenie posiadaja liczne neuromodu-
latory, wsrdd ktorych spotyka si¢ neuropeptydy oraz zwiazki nieorganiczne, jak
tlenek azotu. Ponadto, wazna funkcj¢ regulacyjna proceséw metabolicznych
spetniaja biatka wiazace wapn. Obecnos¢ tych substancji, w potaczeniu z charak-
terystycznymi cechami morfologicznymi oraz zréznicowana czynnoscia bioelek-
tryczng stanowi, zdaniem wielu autoréw, uzyteczne kryterium podziatu populacji
interneurondéw [67, 68, 220, 221, 224].

Wisréd interneuronéw hamujacych liczna grupg stanowia neurony zawieraja-
ce parwalbuming [12, 72, 73, 98, 195, 222, 248]. Kolejna grupg tworza neurony
zawierajace somatostatyng [221]. Cze$¢ z nich wykazuje kolokalizacj¢ z neuro-
peptydem Y oraz kalbindyna D28k [183, 184, 393], a takze z syntaza tlenku
azotu [246]. W odrgbnej grupie wystgpuja neurony zawierajace wazoaktywny
peptyd jelitowy, ktérych czg$¢ wykazuje kolokalizacje z kalretyning [222]. Po-
nadto, spotyka si¢ stosunkowo liczng populacj¢ interneuronéw wykazujacych
obecnos¢ cholecystokininy [249].

Duze zréznicowanie populacji interneuronéw zapewnia mozliwo$¢ precy-
zyjnego oddzialywania zar6wno na pozostale neurony posredniczace, jak
i na neurony projekcyjne. Oddziatywanie to jest mozliwe po zakonczeniu proce-
su dojrzewania obu populacji neuronalnych, jak réwniez uktadu synaptycznego.

Przeprowadzone dotychczas badania proceséw rozwoju i dojrzewania neu-
rondw przedmurza maja charakter fragmentaryczny. Nie pozwalaja one na doko-
nanie oceny zréznicowania populacji tych neuronéw pod wzgledem morfolo-
gicznym oraz immunocytochemicznym. Nie pozwalaja réwniez na oceng¢ dyna-
miki rozwoju i dojrzewania okreslonych subpopulacji neuronalnych. Uzasadnia
to probe dokonania oceny charakteru zmian zachodzacych w przedmurzu,
w najwczesniejszym okresie po urodzeniu szczura.

1.1. Wiasciwosci biologiczne wybranych neuromodulatoréw
oraz biatek wiazacych wapn

1.1.1. Neuropeptydy w neuronach osrodkowego ukladu nerwowego

Neuropeptydy stanowia najliczniejsza grupg substancji wéréd neuromo-
dulatoréw spotykanych w neuronach osrodkowego uktadu nerwowego. Biora
one udziat w regulacji proceséw metabolicznych oraz umozliwiaja komunikacje
migdzy komérkami nerwowymi. Moga one dziata¢ jako neurohormony, neuro-
przekazniki lub neuromodulatory [256, 363, 381].

Dziatanie neuromodulacyjne neuropeptydéw polega na zmianie wiasciwosci
elektrycznych komérki nerwowej, mogacych wptywac¢ na zdolno$¢ jej odpowie-
dzi na uprzednio lub nast¢pczo dzialajacy neuroprzekaznik [289, 397, 495].
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Dziatanie neuromodulatoréw jest zazwyczaj dtuzsze, niz dziatanie klasycznego
neuroprzekaznika, ze wzgledu na pobudzenie receptoréw zwigzanych z biatkami
G oraz uruchomienie systemu wtérnych przekaznikéw. Dziatanie neuromodula-
toréw nie jest ograniczone jedynie do uktadu synaptycznego, lecz moze odbywac
si¢ droga tzw. transmisji objetosciowej, umozliwiajac rozprzestrzenianie na
znacznym obszarze i jednoczasowe oddzialywanie na wigksza liczbg neuronéw
[60, 143, 410, 472]. Poszczegdlne neuropeptydy moga spetnia¢ wiele funkcji
i dlatego bardzo trudno jest przypisa¢ kazdemu z nich specyficzne dziatanie
w okres$lonej strukturze osrodkowego uktadu nerwowego.

Neuropeptydy wystepuja licznie w wielu okolicach mézgowia. Szczegdlnie
duza ich ilo$¢ znajduje si¢ w podwzgdrzu [457]. Ponadto, spotyka si¢ je w korze
moézgu, strukturach uktadu pozapiramidowego i limbicznego oraz pniu mézgo-
wia. Neuropeptydy wystgpuja zardwno w populacji interneuronéw, jak i neuro-
néw projekcyjnych [100, 133, 140, 176, 183, 201, 246, 295, 393, 493].

Neuropeptyd Y

Neuropeptyd Y (NPY) jest zbudowany z 36 aminokwaséw [447, 448]. Dzia-
fanie biologiczne NPY zachodzi za po$rednictwem pigciu typow receptoréw:
Y1, Y2, Y4, Y5, Y6 [187, 257, 258, 275, 276, 367]. Naleza one do kategorii
receptorOw zwiazanych z biatkami G [424]. Obecno$¢ dwoch sposréd nich (Y1
1 Y2), zostala stwierdzona w przedmurzu [368].

NPY jest waznym regulatorem procesu przyjmowania pokarmu [186] i ho-
meostazy energetycznej [30, 31, 262-264, 478, 479]. Wptywa on na regulacj¢
ci$nienia krwi 1 przeptywu naczyniowego [170, 306, 424] oraz uczestniczy
w procesie angiogenezy [260, 503, 504]. NPY wykazuje dziatanie anksjolityczne
[13, 151] oraz wplywa na regulacj¢ rytméw dobowych [262, 478]. Ponadto, neu-
ropeptyd ten wykazuje dzialanie przeciwdrgawkowe [41, 44, 206, 228]. W wielu
strukturach o$rodkowego ukitadu nerwowego NPY wspotwystepuje z GABA
i somatostatyna [28, 150, 246, 302].

Neurony NPY-ir pojawiaja si¢ w trzynastym i czternastym dniu zycia plo-
dowego w pniu mézgowia i w migdzymézgowiu szczura [9, 487]. Obserwuje sig
wzrost ekspresji NPY w okresie przed- i pourodzeniowym w korze mézgu malpy
oraz w siatkéwce szczura [29, 130].

Somatostatyna

U ssakdw spotyka si¢ dwie formy somatostatyny (SOM), zawierajace odpo-
wiednio 14 oraz 28 aminokwaséw (SOM-14 oraz SOM-28). W neuronach domi-
nuje forma SOM-14. Somatostatyna dziata za posrednictwem pigciu typoéw
receptorOw (SST1 — SSTS), w wigkszosci (z wyjatkiem prawdopodobnie SST2)
zwigzanych z biatkami G [33, 128, 177]. Somatostatyna oddzialywujac na
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cyklaze adenylowa wplywa na zawarto$¢ cAMP oraz jonéw Ca™ w komérce
[131, 155, 156, 265, 371, 451].

Somatostatyna dziata hamujaco na uwalnianie hormonu wzrostu [269],
a takze wptywa na wielko$¢ uwalniania dopaminy, asparaginianu i GABA [178].
Spetnia ona funkcje neuromodulatora oraz neuroprzekaznika hamujacego [379],
rzadziej moze dziata¢ jako neuroprzekaznik pobudzajacy [299-301]. W hipo-
kampie somatostatyna moduluje transmisj¢ cholinergiczna, regulujac funkcje
poznawcze [123, 124]. Ponadto, wykazuje ona dziatanie zabezpieczajace przed
wystapieniem napadowej czynnoS$ci bioelektrycznej [211, 445, 456, 461, 470].
W wielu strukturach OUN wykazano kolokalizacje¢ SOM z GABA [221-223,
246], a takze z NPY [365].

Neurony zawierajace somatostatyng sa jednymi z najwczes$niej pojawiaja-
cych si¢ w rozwoju prenatalnym wielu struktur OUN [10, 20, 129, 347, 386,
502]. Na podstawie badan przeprowadzonych na mézgowiach myszy, szczura
i $wini, stwierdzono wzrost ekspresji SOM mRNA, a takze peptydu, wystepuja-
cy w koncowym okresie rozwoju plodowego i we wczesnym okresie postnatal-
nym [58, 113, 135, 138, 382].

Wazoaktywny peptyd jelitowy

Wazoaktywny peptyd jelitowy (VIP) jest zbudowany z 28 aminokwaséw
[403]. VIP dziata za posrednictwem receptoréw: VPACI, VPAC2 oraz PACI,
zwiazanych z biatkami G [168, 212, 218, 253]. Mechanizm dziatania dotyczy
wplywu na aktywacje cyklazy adenylowej i fosfolipazy C [351]. Dziatanie VIP
wiaze si¢ ze wzmocnieniem hamowania zaleznego od GABA [469].

Podstawowe funkcje fizjologiczne VIP w osrodkowym uktadzie nerwowym
obejmuja regulacje proceséw przemiany materii [280, 281, 283, 323], regulacje
przeptywu krwi w naczyniach mézgowych [180, 459], indukowanie syntezy
1 wydzielania czynnikow neuroprotekcyjnych [53, 132, 152, 160, 190, 323],
wplyw na ekspresje czynnika wzrostowego pochodzenia mézgowego (BDNF)
[282, 376]. Ponadto, VIP zabezpiecza neurony przed uszkodzeniem wywotywa-
nym przez nadmierne pobudzenie receptoroéw NMDA [53, 54, 164].

W wielu strukturach osrodkowego uktadu nerwowego wykazano kolokaliza-
cj¢ VIP z GABA [26, 27, 221, 222], cholecystokininag [294, 415], acetylocholina
[26, 76] oraz kalretynina [98, 195].

Obecnos¢ VIP mRNA w mézgowiu szczura stwierdzono w szesnastym dniu
rozwoju ptodowego [70, 161]. Neurony kory mézgu szczura zawierajace VIP
powstaja w okresie migdzy E17 a E21 [70]. Obecnos$¢ VIP w tych neuronach
zaobserwowano w ciagu pierwszego tygodnia po urodzeniu [159, 499], a cechy
dojrzatosci morfologicznej osiagaja one w okresie drugiego i trzeciego tygodnia
zycia.
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1.1.2. Tlenek azotu

Tlenek azotu (NO) jest jedna z najmniejszych czasteczek zaangazowanych
w komunikacji migdzykomoérkowej [52, 145, 146, 148]. Petni on rol¢ neuromo-
dulatora transmisji synaptycznej [2, 417].

NO jest syntetyzowany w strukturach osrodkowego uktadu nerwowego
przez trzy izomeryczne formy enzymatyczne syntazy tlenku azotu: nNOS (neu-
ronalna forme syntazy NO — typ I, konstytutywna, zalezng od jonéw Ca*" i kal-
moduliny), iNOS (indukowana forme syntazy NO — typ II, indukowana przez
cytokiny, niezalezng od jonéw Ca*™) oraz eNOS ($rédblonkowa forme syntazy
NO - typ III, konstytutywna, zalezna od jonéw Ca™ i kalmoduliny) [8, 94, 230,
254, 291-293, 332, 432, 441, 486].

Rezultatem dziatania NO jest pobudzenie cyklazy guanylowej i wzrost stg-
zenia cGMP [93, 95, 196, 373]. Do najwazniejszych funkcji fizjologicznych
tlenku azotu zaliczy¢ nalezy posredni wptyw na uwalnianie neuroprzekaznikéw
(np. glutaminianu), regulacje wewnatrzkomérkowego stezenia jonéw Ca'™ oraz
role¢ modulujaca w stosunku do kanatéw wapniowych i potasowych [51, 94, 95,
147], udziat w procesach dlugotrwatego wzmocnienia lub hamowania synap-
tycznego [15, 43, 46, 87, 149] oraz udziat w przebiegu proceséw behawioralnych
[345]. Ponadto, tlenek azotu jest jednym z najwazniejszych endogennych czyn-
nikéw rozszerzajacych naczynia krwiono$ne [55, 127, 444]. W zaleznosci od
warunkéw matabolicznych, tlenek azotu moze wykazywaé dziatanie zar6wno
neuroprotekcyjne, jak i neurotoksyczne [93, 96, 270, 271].

Ekspresja NOS mRNA trzech izoform w mézgowiu szczura rozpoczyna sig
w dziesiatym dniu rozwoju ptodowego [225]. W obszarach tworzacych nastgpnie
kor¢ mézgu u szczura, ekspresja nNOS pojawia si¢ w pigtnastym dniu zycia
ptodowego [406]. Pierwsze neurony NOS-ir w korze mézgu szczura pojawiaja
si¢ w okresie prenatalnym [452]. Ekspresja nNOS w wielu obszarach mézgowia
rozwija si¢ ze zréznicowana dynamika, zwigzang z okresami tworzenia synaps
1 stabilizacji polaczen [82, 354].

1.1.3. Biatka wiazace wapn

Biatka wiazace wapn (CaBP) sa liczng grupa substancji, ktéra dzigki obec-
nosci charakterystycznej formacji przestrzennej, odpowiada za regulacj¢ st¢zenia
jonéw wapniowych we wngetrzu komorki oraz regulacje przebiegu wielu proce-
sOw fizjologicznych [12, 17, 72, 195]. W osrodkowym uktadzie nerwowym ssa-
kéw, obok kalmoduliny, stwierdzono czgste wystgpowanie trzech biatek tej gru-
py: kalbindyny D28k, kalretyniny i parwalbuminy [12, 17, 71-74, 98].
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Neurony zawierajace trzy wymienione biatka naleza przewaznie do niewy-
kazujacych wzajemnych kolokalizacji populacji komérkowych [4, 17, 98, 195].
Znaczna czg$¢ neurondw zawierajacych omawiane biatka wykazuje kolokaliza-
cje z GABA [12, 73, 100, 101, 185].

Pomimo dzialania buforujacego jony wapniowe, rola tych bialek chroniaca
neurony w przebiegu proceséw patologicznych, jak choroby zwyrodnieniowe
czy niedokrwienie, nie jest jednoznacznie potwierdzona [12, 141, 181, 219, 229].

Pojawianie si¢ biatek wiazacych wapn w réznych okolicach mézgowia ma
miejsce w precyzyjnie okreslonych momentach w rozwoju. Wystepowanie tych
biatek w okreslonych miejscach w trakcie rozwoju 1 dojrzewania nie odpowiada
jednak ich rozmieszczeniu u osobnika dorostego [5-7, 182, 195]. Ztozony cha-
rakter ekspresji tych biatek uniemozliwia, jak do tej pory, przypisanie im $cisle
okreslonej funkcji w procesie dojrzewania mézgowia.

Kalbindyna

Kalbindyna (CB) wystgpuje w postaci kilku form o réznej masie czastecz-
kowej (6 kDa, 8 kDa i 9 kDa, 11 kDa, 28 kDa). Forma o masie 28 kDa wystgpu-
je w duzej ilosci w neuronach [12, 205]. Neurony zawierajace kalbindyng repre-
zentuja okoto 5% catkowitej liczby neuronéw kory mézgu szczura [12, 71]. Kal-
bindyna moze wystgpowa¢ zaréwno w neuronach projekcyjnych, jak i interneu-
ronach osrodkowego uktadu nerwowego [71]. Poczatek wystgpowania tego bial-
ka ma zazwyczaj miejsce po okoto dwéch dniach od zakonczenia podzialéw
komoérkowych i rozpoczgcia wzrostu dendrytéw i aksondw [121]. Ekspresja kal-
bindyny w okresie przedurodzeniowym zostata stwierdzona mig¢dzy innymi
w mi¢dzymozgowiu oraz korze somatosensorycznej szczura [121, 404, 494].

Kalretynina

Kalretynina (CR) jest strukturalnie blisko spokrewniona z kalbindyna [362,
394]. Biatko to jest zwiazane z regulacja proceséw migracyjnych [416], speinia
role neuroprotekcyjna, buforujac wewnatrzkomérkowy poziom Ca™ juz w naj-
wczesniejszym okresie dojrzewania [407]. W okresie rozpoczgcia czynno$ci
bioelektrycznej komérki i pojawienia si¢ transmisji synaptycznej, obserwuje si¢
koncentracj¢ kalretyniny w poblizu btony komérkowej [174]. Takie umiejsco-
wienie jest uwazane za adaptacj¢ do ograniczenia przestrzennego naptywu jonéw
Ca™. Kalretynina jest biatkiem, ktére zdaniem wielu autoréw pojawia si¢ naj-
wczesniej spos$rod trzech omawianych w rozwoju osobniczym [195, 462, 463].

Parwalbumina

Parwalbumina (PV) wystepuje w postaci dwoch form (o i f) rézniacych sig
sekwencja aminokwasoéw [74, 75]. W strukturach osrodkowego uktadu nerwo-
wego ssakow spotykana jest forma alfa [74]. Neurony zawierajace PV stanowia
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okoto 10% populacji wszystkich neuronéw korowych [12, 71]. Pojawienie si¢
parwalbuminy i wzrost jej ekspresji odpowiada osiagnigciu dojrzatosci czynno-
sciowej neuronéw [182, 346, 433]. W korze mézgu i hipokampie ma to miejsce
po rozpoczgciu wytwarzania kwasu y-aminomastowego w populacji interneuro-
néw [36, 346, 433].

Parwalbumina pojawia sig¢ najpdzniej sposréd omawianych biatek wiazacych
waph w rozwoju osobniczym [12]. W korze mézgu oraz hipokampie u szczura
ekspresje PV mRNA oraz biatka zaobserwowano w drugim tygodniu po urodze-
niu [97, 473]. Proces dojrzewania neuronéw PV-ir u szczura trwa do 8 tygodnia
[122].

1.2. Przedmurze, polozenie i budowa

Przedmurze potozone jest w kresomoézgowiu wigkszosci ssakéw. Torebka
zewnetrzna oddziela je od strony przysrodkowej od prazkowia, a dalej ku tytowi
— od ciala migdatowatego (ryc. 1A-C). Ku dotowi przedmurze sasiaduje z jadrem
srédgruszkowym [32, 119, 337, 419].

Uksztaltowanie przedmurza jest bardzo zréznicowane u wielu gatunkow
ssakow [39, 104, 106, 108, 235, 267, 325, 336, 420]. Réznice w ksztaltach
przedmurza, stopien jego wyodregbnienia w stosunku do struktur sasiadujacych,
a takze rdéznice gestosci tworzacych je neurondéw, pozwolily na wyrdznienie
pigciu typéw morfologicznych omawianej struktury [235]. Przedmurza szczura,
a takze ssakow owadozernych, zaliczone zostaly do typu pierwszego. Kolejne
typy morfologiczne reprezentowane sa przez przedmurza zajeczakdéw i czesci
gryzoni (typ II), ssakéw drapieznych (typ III) oraz naczelnych (typ IV i V). Zda-
niem niektérych autoréw nie mozna jednoznacznie wykaza¢ obecnosci przedmu-
rza i jadra Srédgruszkowego u stekowcow [59].

Budowa komérkowa przedmurza

Przedmurze charakteryzuje si¢ znacznym zréznicowaniem morfologicznym
tworzacych je neurondéw (ryc. 1D). Mozna rozr6zni¢ w nim neurony kolcowe,
uznawane za projekcyjne, a takze bezkolcowe, bedace neuronami posrednicza-
cymi (interneuronami) [48, 50, 104, 267, 287, 288, 325, 399, 476]. Stwierdzono
réznice migdzygatunkowe dotyczace ksztaltéw cial komdrek nerwowych oraz
morfologii uktadu akso-dendrytycznego.

W przedmurzu szczura rozrézniono trzy zasadnicze typy neurondéw (ryc. 2)
[287, 338]. Najliczniej reprezentowane sa neurony $redniej wielkosci, z licznymi
kolcami dendrytycznymi (typ MS). W obrebie tego typu wystgpuja trzy dodat-
kowe podtypy: neurony o ciatach tréjkatnych i owalnych z pojedynczym, dlugim
dendrytem (MS I); neurony okragte i owalne, z krétkim pojedynczym dendrytem
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(MS 1I); neurony okragte i owalne, nieposiadajace gléwnego dendrytu (MS III).
Kolejny typ morfologiczny (MA) stanowia neurony ksztaltu wrzecionowatego,
Sredniej wielko$ci, posiadajace dwa dendryty rozpoczynajace si¢ na przeciwle-
gtych biegunach. Komérki te nie posiadaja kolcéw dendrytycznych. Ostatni typ
morfologiczny (SA) stanowia male neurony, ksztattu okragtego lub owalnego,
pozbawione kolcéw dendrytycznych.

Ryc. 1(A) Polozenie przedmurza na
przekrojach czolowych polkuli moézgu
szczura, (B-C) przekroj crzolowy przed-
murza szczura, (D) neurony przedmurza
(B-D barwienie fioletem krezylowym;
dlugosc skali: B i C =250 pm, D = 50 pm;
skroty: Acb-jadro pollezace, Cl-przed-
murze, CPu-prazkowie, ec-torebka
zewnetrzna, EDn-jadro srodgruszkowe,
GP-galka blada, IC-kora wyspowa, ic-
torebka wewnetrzna, Pir-kora gruszkowata,
Rh- bruzda wechowa, Th-wzgodrze).

Fig. 1(4) Localization of the claustrum in the coronal sections of the rat hemisphere;
(B-C) coronal section of the rat claustrum; (D) neurons of the claustrum (B-D cresyl
violet staining; scale bar: B and C = 250 um, D = 50 um; abbreviations: Acb-nucleus
accumbens, Cl-claustrum, CPu-striatum, ec-external capsule, FEDn-endopiriform
nucleus, GP-globus pallidus, IC-insular cortex, ic-internal capsule, Pir-piriform cortex,
Rh-rhinal sulcus, Th-thalamus).
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Ryc. 2. Typy morfologiczne neuronéw przedmurza szczura wedtug klasyfikacji Mamos
i Narkiewicza: MS I - neurony kolcowe, z dlugim dendrytem gtéwnym; MS II - neurony
kolcowe, z krétkim dendrytem gtéwnym; MS III - neurony kolcowe, pozbawione den-
drytu gléwnego; MA - $redniej wielkos$ci neurony bezkoncowe; SA - mate 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 wykazaly wystgpowanie znaczniej przewagi
neuronéw projekcyjnych (93%) nad populacja interneuronéw przedmurza (7%)
[48, 437]. Odsetek interneuronéw hamujacych obliczony na podstawie badan
przeprowadzonych w przedmurzu krélika wynosi 12% [153]. W réznych czg-
sciach przedmurza stwierdzono obecno$¢ neuronéw reprezentujacych zréznico-
wane cechy morfologiczne [325].
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Budowa synaptyczna przedmurza charakteryzuje si¢ znaczna przewaga sy-
naps asymetrycznych [213-216, 350]. Ws$rdd nich najczeséciej wystepuja synapsy
akso-kolcowe (64,1%) lub akso-dendrytyczne, utworzone na powierzchni ma-
tych dendrytéw (25,1%), rzadziej srednich i duzych dendrytéw (6,8%). Najrza-
dziej napotykano synapsy na powierzchni innych czgsci neuronéw (0,5%) lub na
powierzchni kilku struktur postsynaptycznych (3,5%) [244, 245]. Morfologicz-
nie odpowiadaja one synapsom pobudzajacym. Tylko 10% synaps przedmurza
stanowia hamujace synapsy symetryczne.

1.3. Neuroprzekazniki, neuromodulatory oraz biatka wigzace
wapn w neuronach przedmurza

Neurony przedmurza stanowia populacj¢ komérkowa o zréznicowanej cha-
rakterystyce immunocytochemicznej [116]. Nalezy podkresli¢, iz najczgsciej
charakterystyka cytochemiczna neuronéw przedmurza nie byta gtéwnym celem
wigkszosci publikacji, lecz informacje dotyczace wystgpowania okreslonych
substancji w neuronach przedmurza podawano na marginesie charakterystyki
populacji neuronalnych innych struktur osrodkowego uktadu nerwowego. Pod-
stawowym neuroprzekaznikiem neuronéw projekcyjnych przedmurza jest glu-
taminian [377]. Interneurony przedmurza zawieraja kwas y-aminomastowy jako
gléwny neuroprzekaznik hamujacy [110, 153, 339].

Stosunkowo liczne badania, przeprowadzone na przedstawicielach réznych
gatunkéw ssakéw, wykazaly obecno$¢ biatek wiazacych wapn, a wsréd nich
parwalbuminy, kalbindyny D28K oraz kalretyniny w neuronach przedmurza
[110, 390, 484]. Odsetek neuronéw zawierajacych CaBP w przedmurzu myszy
jest niewielki i nie przekracza 12% [387].

W przedmurzu osobnikéw dorostych réznych gatunkéw ssakéw opisano
obecnos$¢ szeregu neuropeptydéw — neuropeptydu Y, somatostatyny, cholecysto-
kininy i wazoaktywnego peptydu jelitowego [117, 242, 425, 426]. W przedmu-
rzu stwierdzono ponadto wystgpowanie widkien serotoninergicznych [18, 443],
oraz zawierajacych hydroksylaze tyrozyny [443]. Wykazano wystgpowanie
w jego neuronach NADPH-diaforazy [193, 443], oraz syntazy tlenku azotu,
zaréwno w okresie dojrzewania, jak i w wieku dojrzatym [40, 241, 242, 392].

Ocena kolokalizacji wymienionych substancji w neuronach przedmurza jest,
jak dotychczas, bardzo fragmentaryczna. Wykazano wspélwystgpowanie syntazy
tlenku azotu w neuronach zawierajacych neuropeptyd Y oraz somatostatyng
w przedmurzu dojrzatego szczura [242] . Ponadto, stwierdzono obecnos¢
syntazy tlenku azotu w neuronach zawierajacych kalbindyne i parwalbuming,
u osobnika dorostego i w okresie dojrzewania [240].
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1.4. Polaczenia przedmurza

Przedmurze jest strukturg posiadajaca bogate polaczenia, 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]. Obecnos¢ tych polaczen zosta-
fa po raz pierwszy wykazana metodami zwyrodnieniowymi u kota [334] i krélika
[64].

Potaczenia korowe przedmurza charakteryzuja si¢ uporzadkowaniem topo-
graficznym, ktére upowaznia do wyréznienia w obrgbie tej struktury charaktery-
stycznych stref projekcyjnych, zwiazanych mi¢dzy innymi z kora somatosenso-
ryczna [236, 356, 439], ruchowa [79, 88, 89, 217], stuchowa [194, 267, 344, 356,
359], wzrokowa [192, 210, 267, 268, 349, 438] oraz limbiczna [284-286, 290].

Potozenie poszczegdlnych stref w obrgbie przedmurza, a takze stopien ich
wzajemnego naktadania sig, sa zr6znicowane i charakterystyczne dla poszcze-
gblnych gatunkéw zwierzat [79, 209, 237, 402].

Cecha charakterystyczna potaczen przedmurza z kora nowa jest ich dwukie-
runkowy charakter. Umozliwilo to wprowadzenie pojgcia tzw. przedmurzowo-
korowej petli neuronalnej, okreslajacej zwiazek czynno$ciowy obu tych struktur
[334, 335, 458]. Jak wykazaty dotychczasowe badania, neurony wysylajace ak-
sony do kory potozone sa w przewazajacej wigkszosci przypadkéw w tym sa-
mym rejonie przedmurza, co zakonczenia korowych neuronéw projekcyjnych
[419]. Projekcja przedmurzowo-korowa osiaga przede wszystkim warstwg 1V
kory nowej, podczas gdy neurony korowe wysytajace potaczenia do przedmurza
potozone sa w warstwach VI i V [233, 419]. Potaczenia przedmurzowo-korowe
maja charakter ipsi- oraz kontralateralny [277, 312, 348, 402].

Oprécz potaczen z obszarami kory nowej, najbardziej charakterystyczne
1 istotne czynno$ciowo sa potaczenia przedmurza z elementami uktadu limbicz-
nego [243, 284-286, 290, 480, 482], z prazkowiem [107] oraz ze wzgdrzem
i podwzgérzem [80, 104, 136, 208, 243, 330, 331, 340, 366, 429, 430].

1.5. Pochodzenie przedmurza

W piSmiennictwie dotyczacym pochodzenia przedmurza wystgpuja trzy teo-
rie. Zgodnie z pierwsza z nich przedmurze wywodzi sig¢ z tych samych struktur,
z ktérych pochodzi kora mézgu [56, 103, 305, 326, 336]. Puelles i wsp. [383]
na podstawie analizy poréwnawczej rozwoju plaszcza korowego (pallium)
u gadéw, ptakéw i ssakéw, popartej ocena ekspresji genéw wystepujacych
w rozwoju przodomézgowia, a takze na podstawie analizy potaczen tych
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obszaréw, wysuneli hipoteze o pochodzeniu przedmurza z brzusznej i bocznej
czesci ptaszeza. Zdaniem Striedera, grzbietowa czes$¢ ptaszcza korowego gadéw
odpowiada korze nowej oraz przedmurzu u ssakéw [440]. Obserwowane u ga-
déw zgrubienie grzbietowej czesci plaszcza korowego jest prawdopodobnie
struktura homologiczna do przedmurza u ssakéw. Teoria powyzsza, wywodzaca
przedmurze ze struktur bedacych zaczatkiem kory mdzgu, zyskuje aktualnie
najwigksza liczbg zwolennikéw.

Druga teoria wskazuje na wspdlne pochodzenie przedmurza z jadrami kre-
somézgowia [115, 255]. Zgodnie z nig neurony przedmurza maja wywodzi¢ si¢
z wyniosto$ci zwojowe;.

Zwolennikami trzeciej teorii, méwiacej o mieszanym, korowo-podkorowym
pochodzeniu przedmurza sa Filimonoff oraz Rose [134, 395, 396].

1.6. Rozwdj i dojrzewanie przedmurza

Neurony tworzace przedmurze powstaja w neuroepitelium tworzacym kore
nowa, w okresie od pigtnastego do szesnastego dnia zycia ptodowego szczura
[23, 24]. Stosunkowo diugi okres powstawania tej populacji komérkowej thuma-
czy wystgpowanie gradientu neurogenetycznego, zorientowanego w kierunku
poziomym — cz€s$¢ tylna przedmurza jest starsza, a cz¢$¢ przednia — mtodsza [23,
449, 450]. Neurony tworzace przedmurze osiedlaja si¢ w ciagu pieciu dni po
okresie szczytowej neurogenezy. W tym czasie dochodzi do migracji niedojrza-
tych jedno- 1 dwubiegunowych neuronéw w tzw. bocznym strumieniu korowym
i wniknigcia ich do brzuszno-bocznej czgsci ptyty korowej oraz glebokich
warstw kory gruszkowatej. Przedmurze staje si¢ widoczne w dwudziestym dniu
zycia ptodowego [23, 278, 279]. W tym czasie cz¢§¢ komodrek migrujacych gro-
madzi si¢ w tzw. rezerwuarze korowo-przedmurzowym, bg¢dacym struktura
przejsciowa, obecna do konca pierwszego tygodnia zycia po urodzeniu (ryc. 3A,
B). Jest on swego rodzaju ,,stacja posrednia” na drodze migracji do obszaréw
brzuszno-bocznej czgsci kory 1 struktur podkorowych, takich jak przedmurze
ijadro $rédgruszkowe, kora gruszkowata, masy wtracone ciata migdalowatego
[278]. Do zaniku tej struktury dochodzi najprawdopodobniej na skutek migracji
tworzacych ja neurondéw oraz $mierci czgsci jej komdrek, migdzy innymi na
drodze apoptozy.

Po dotarciu neuronéw do miejsca docelowego, w przedmurzu dochodzi do
wyksztalcenia drzewa dendrytycznego i ostatecznego uksztaltowania perykario-
nu, przejawiajacego si¢ zwigkszeniem objgtosci cytoplazmy oraz uwidocznie-
niem tigroidu i neurofibrylli.
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Ryc. 3 Rezerwuar korowo-przedmurzowy (CCr) na przekroju czolowym dolnej czesci
polkuli mézgu szczura w grupic PO: widoczne przckrojc przedmurza (Cl), jadra $réd-
gruszkowcgo (EDn), a takzc prazkowia (CPu; barwicnic fiolctcm krczylowym).
Dhugos¢ skali: A, B = 250 pm.

Fig. 3 Cortico-claustral reservoir (CCr) on the coronal section of the inferior part of the
rat hemisphere al P0O; cross-sections of the claustrum (Cl), endopiriform nucleus (F10n)
and striatum (CPu; cresyl violet staining). Scale bar: A, B = 250 um.

W chwili urodzenia przedmurze jest zbudowane z ggsto ulozonych neuro-
néw. Na tym etapie rozwoju charakteryzuja si¢ one zespotem cech wiasciwych
dla populacji dojrzewajacej. Sa stosunkowo mate, przewaznie okragle lub owal-
ne, zawieraja niewielka ilo$¢ intensywnie wybarwionej cytoplazmy. Ponadto,
posiadaja stosunkowo duze, dobrze widoczne jadro oraz nieliczne i bardzo krét-
kie wypustki, o poszerzonych poczatkowych odcinkach.

Proces dojrzewania przedmurza jest kontynuowany we wczesnym okresie
pourodzeniowym. Dotyczy to migdzy innymi zmian morfologicznych neuronéw
[278]. W ciagu pierwszych dwdch tygodni Zycia obserwuje si¢ zmniejszenie
gestosci neuronalnej, wzrost wielkos$ci pola przekroju neurondéw oraz wzrost
objetosci przedmurza. Ponadto, w przedmurzu obserwuje si¢ zmniejszenie
catkowitej liczby neuronéw siggajace okoto 30%, ktére moze by¢, przynajmniej
czgéciowo, spowodowane apoptoza.

Przeprowadzone dotychczas badania immunocytochemiczne dojrzewajacych
neuronéw przedmurza, dotyczyty populacji komérek nerwowych zawierajacych
kwas y-aminomastowy, kalbindyng, kalretyning oraz parwalbuming u myszy

[92], a takze syntazg tlenku azotu w neuronach przedmurza myszy i szczura
[171, 241].
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Populacje neuronéw zawierajace trzy omawiane biatka wigzace wapn
w przedmurzu myszy charakteryzuja si¢ zréznicowanym przebiegiem dojrzewa-
nia. Neurony zawierajace kalbindyn¢ pojawiaja si¢ bardzo wcze$nie w okresie
ptodowym (E13-E14) i sa najliczniejsze, natomiast po urodzeniu ich liczebnos¢
zmniejsza si¢. Neurony zawierajace kalretyning pojawiaja si¢ nieco pdzniej
(E16-E18), a ich liczebno$¢ wzrasta po urodzeniu. Neurony zawierajace parwal-
buming pojawiaja si¢ w przedmurzu w czwartym dniu po urodzeniu myszy.
W okresie postnatalnym ich liczebno$¢ wyraznie wzrasta [92].

Oceniajac zmiany zachodzace w populacji neuronéw NOS-ir w przedmurzu
szczura w okresie pourodzeniowym stwierdzono wzrost ich gesto$ci numerycz-
nej, z jednoczesnym wzrostem udzialu neuronéw wielobiegunowych [241]. Ce-
chy morfologiczne, wystepujace u osobnika dojrzatego, osiagane sa w 3 tygo-
dniu po urodzeniu. W przedmurzu myszy w okresie dojrzewania wyrézniono
dwie populacje neuronéw NOS-ir [171]. Pierwsza z nich nalezy najprawdopo-
dobniej do interneuronéw, druga moze odpowiada¢ populacji neuronéw projek-
cyjnych.

Metoda podwdjnego znakowania immunocytochemicznego wykazano
w trakcie dojrzewania przedmurza szczura kolokalizacje syntazy tlenku azotu
z parwalbumina oraz z kalbindyna [240]. Nie stwierdzono natomiast kolokaliza-
cji syntazy tlenku azotu z kalretyning. Neurony podwdjnie wyznakowane
NOS/CB pojawiaja si¢ wezesniej (P4), podczas gdy neurony wykazujace koloka-
lizacj¢ NOS/PV sa obecne po zakonczeniu drugiego tygodnia zycia. Populacje
neuronéw podwdjnie znakowanych staja si¢ liczniejsze wraz z wiekiem. Pod
wzgledem morfologicznym wszystkie badane populacje odpowiadaja neuronom
niepiramidowym.

W literaturze brak jest oceny rozwoju potaczen przedmurzowo-korowych
w okresie prenatalnym. Mozna przypuszczac, ze rozwdj tych potaczen przebiega
w sposob podobny do innych znanych tego rodzaju proceséw zachodzacych
w OUN [38, 78, 157, 158, 200, 203, 227, 307, 308, 422]. Mozna wyr6znié trzy
zasadnicze fazy rozwojowe: 1/ wzrostu i wydluzania aksonéw, 2/ wytwarzania
rozgalezien oraz 3/ tworzenia zakonczen aksonalnych i wytwarzania potaczen
synaptycznych.

Ocena dojrzewania potaczen przedmurzowo-korowych w okresie pourodze-
niowym dokonana zostata u krélika [234]. Stwierdzono zmniejszenie intensyw-
nosci potaczen przedmurzowo-korowych, przejawiajace si¢ zmniejszeniem ge-
stosci wyznakowanych neuronéw projekcyjnych oraz zmniejszeniem ich catko-
witej liczby w trakcie dojrzewania, mogace odzwierciedla¢ proces dostosowania
przedmurza do jego funkcji modulujacej w stosunku do kory mézgu.

Jakkolwiek w literaturze brak jest doktadnego opisu zjawiska synaptogenezy
w przedmurzu, to jednak mozna zalozy¢, ze ksztaltowanie synaps przebiega
w spos6b zblizony do opisanego w innych strukturach osrodkowego uktadu
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nerwowego. Wytworzenie pierwszych potaczen synaptycznych przypada na
okres poprzedzajacy urodzenie i wczesny okres pourodzeniowy [47]. Prawidlo-
we funkcjonowanie uktadu synaptycznego wymaga osiagnigcia dojrzatosci przez
wszystkie struktury synaptyczne oraz biatka blony synaptycznej i btony pegche-
rzyka synaptycznego, a wérdd nich synaptobrewiny, syntaksyny, synaptotagminy
oraz SNAP-25 (ang. synaptosome-associated protein) [21, 65, 179, 360, 434,
435]. Bialka te biora udzial w przylaczeniu pecherzyka synaptycznego do btony
presynaptycznej, przed uwolnieniem jego zawartosci do szczeliny synaptycznej
[83, 231, 252, 385, 398, 434]. Ekspresja biatka SNAP-25 rozpoczyna si¢ juz
w okresie zycia ptodowego i1 osigga maksymalny poziom w okresie synaptoge-
nezy i dojrzewania komoérek nerwowych, po zakonczeniu ich proliferacji i mi-
gracji [42, 45, 65, 297]. Zmiany ekspresji tego biatka moga stanowi¢ dobry wy-
znacznik procesu dojrzewania potaczen pomigdzy strukturami OUN oraz ksztat-
towania synaps.

1.7. Zasadnicze znaczenie czynnosciowe przedmurza

Pod wzgledem czynno$ciowym najistotniejsze wydaje si¢ zaangazowanie
przedmurza jako 1/ struktury kontrolujacej aktywnos¢ licznych obszaréw koro-
wych, poprzez system dwukierunkowych potaczen, 2/ struktury bioracej udziat
w procesach tzw. integracji wielomodalnej, 3/ struktury, ktérej zaburzenia czyn-
nosci bioelektrycznej sa podtozem napadéw padaczkowych.

Funkcja przedmurza, jakkolwiek niewyjasniona do kofca, wydaje si¢ by¢
zwigzana z trzema wymienionymi wyzej zagadnieniami.

1.7.1. Funkcja kontrolna w stosunku do kory mézgu

Zgodnie z rosnaca ilo$cia doniesien na temat roli dwukierunkowych pola-
czen przedmurza z wieloma obszarami korowymi, wydaje si¢ coraz bardziej
uzasadnione przyjecie hipotezy o funkcji tej struktury jako uktadu kontrolujace-
go w stosunku do licznych obszaréw korowych. Zgodnie z ta hipoteza przedmu-
rze dziata na zasadzie sprzgzenia zwrotnego w stosunku do obszaréw korowych,
stanowiac jednocze$nie rodzaj filtra ograniczajacego przeptyw informacji przez
odpowiednie obszary korowe.

Neurony przedmurza reaguja w sposéb nieselektywny na rézne formy
aktywnosci ruchowej [423]. Zachodzace w ten sposéb pobudzenie duzej popu-
lacji neuronéw przedmurza moze za posrednictwem potaczen przedmurzowo-
korowych wywiera¢ efekt hamujacy na wielko$s¢ pobudzenia neurondéw
ruchowych kory moézgu. Podobnie, po pobudzeniu kory wzrokowej, docho-
dzi do aktywacji neuronéw wzrokowej strefy projekcyjnej przedmurza i ich
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oddzialywania wstecznego na neurony tej kory [267, 421]. Charakter tego od-
dziatywania moze by¢ hamujacy [419] lub pobudzajacy [458].

Zgodnie z coraz liczniejszymi wynikami badaf, mozna stwierdzi¢, ze pola-
czenia przedmurzowo-korowe w swej wigkszosci maja charakter pobudzajacy.
Swiadcza o tym wyniki skojarzonych badan immunocytochemicznych oraz
przeprowadzonych przy pomocy wstecznego transportu aksonalnego, ktére nie
wykazaly w neuronach projekcyjnych obecnosci typowych markeréw neuronéw
hamujacych, jak biatka wiazace wapn, czy neuropeptydy. Wykazano w nich
natomiast obecno$¢ glutaminianu i asparaginianu [377]. Sugeruje to, ze w prze-
ciwienstwie do dawniej rozpowszechnionych pogladéw [419], bezposrednie
dziatanie projekcji przedmurzowej na neurony korowe ma charakter pobudzaja-
cy, a efekt hamowania musi by¢ osiagany za posrednictwem wilaczonych w ten
uktad hamujacych interneuronéw korowych [458].

1.7.2. Udzial przedmurza w tzw. integracji wielomodalnej

Wzrastajaca w ciagu ostatnich kilku lat liczba publikacji wskazuje na role
przedmurza w procesie tzw. integracji wielomodalnej [19, 61, 63, 85, 126]. Zja-
wisko to polega na zaangazowaniu populacji neuronalnej przedmurza w proce-
sach pobudzenia licznych o$rodkéw zwiazanych z percepcja okre$lonych form
informacji czuciowej, badz ruchowej, a nawet wzrokowych bodzcéw seksual-
nych [388]. Szczegdlne znaczenie ma aktywacja neuronéw przedmurza informa-
cjami o charakterze sensorycznym — dotykowym, wzrokowym i stuchowym [19,
63, 175], a takze pobudzenie na skutek aktywacji okreslonych obszaréw zwigza-
nych z funkcja ruchowa. Zaangazowanie przedmurza w integracji wielomodalne;j
jest zrozumiale biorac pod uwage wystgpowanie licznych potaczen przede
wszystkim ze strukturami korowymi [79, 310, 312, 329, 402, 419, 428]. Obec-
no$¢ odpowiednich stref projekcyjnych taczacych si¢ z tymi obszarami zostata
wykazana u bardzo wielu gatunkéw ssakéw, w tym u cztowieka [325, 328]. Cha-
rakterystyczny dla poszczegdlnych gatunkéw sposéb naktadania sig stref projek-
cyjnych, a takze potaczenia pojedynczych neuronéw przedmurza z kilkoma ob-
szarami korowymi jednoczesnie, wykazane u niektérych gatunkéw [277, 311,
312], tlumacza anatomiczne uwarunkowania umozliwiajace zaangazowanie
przedmurza w procesie integracji wielomodalne;.
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1.7.3. Udzial przedmurza w rozprzestrzenianiu pobudzen padacz-
kowych

Przedmurze moze spetnia¢ funkcje struktury posredniczacej w przekazywa-
niu i rozprzestrzenianiu czynno$ci napadowej ze struktur uktadu limbicznego do
rozlegtych obszar6w korowych [250, 314, 315, 474]. Odgrywa ono istotng rolg
zaréwno w procesie tzw. kindlingu, jak i w rozprzestrzenianiu nieprawidtowych
pobudzen powstatych na skutek kindlingu w ciele migdalowatym [418, 474].
Proces kindlingu w przedmurzu prowadzi do rozwoju uogdlnionych, klonicz-
nych napadéw padaczkowych [314, 315]. Dzigki rozleglym potaczeniom moga
by¢ one szybko rozprzestrzenione. Uwaza sig, ze przedmurze jest jednym z naj-
istotniejszych elementéw faczacych struktury uktadu limbicznego z korowymi
obszarami odpowiedzialnymi za uogdlnienie czynnosci padaczkowe;.
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2. CELE PRACY

Przedmurze jest struktura zwiazana z wieloma obszarami korowymi syste-
mem bogatych dwukierunkowych potaczen. Obok neuronéw projekcyjnych,
populacja neuronéw przedmurza utworzona jest takze z bardzo zréznicowanej
pod wzgledem cech morfologicznych oraz charakterystyki immunocytochemicz-
nej subpopulacji interneuronéw. Neurony te uzupetniaja petle przedmurzowo-
korowa, zapewniajac mozliwosci modyfikowania i integrowania funkcji neuro-
néw projekcyjnych. Dziatanie to jest mozliwe dzigki prawidlowemu funkcjono-
waniu uktadu synaptycznego migdzy dwiema wymienionymi populacjami komo-
rek nerwowych. Dojrzate funkcjonowanie przedmurza jest wigc mozliwe po
osiagnigciu dojrzatosci czynnos$ciowej przez: populacje interneuronéw, popula-
cj¢ neurondw projekcyjnych, uktad synaptyczny.

Wigkszo$¢ danych dotyczacych budowy i funkcjonowania przedmurza opar-
ta jest na wynikach badan przeprowadzonych u osobnikéw dojrzatych wielu
gatunkéw ssakdw. Zagadnienia rozwoju i dojrzewania populacji komérkowych
przedmurza wyjasnione zostaty dotychczas jedynie fragmentarycznie. Uzasadnia
to probg przesledzenia zmian morfologicznych zachodzacych w przedmurzu
w okresie pierwszych czterech miesiecy zycia szczura. Podjete badania maja na
celu oceng zjawisk zachodzacych w: 1/ populacji interneuronéw zawierajacych
wybrane neuromodulatory (neuropeptyd Y, somatostatyng, wazoaktywny peptyd
jelitowy oraz tlenek azotu) oraz biatka wiazace wapn (kalbindyng D28k, kalrety-
ning, parwalbuming), wystgpujace pojedynczo, jak i w odpowiednich kolokaliza-
cjach, 2/ populacji neuronéw projekcyjnych przedmurza, zwigzanych z kora
somatosensoryczng, 3/ uktadzie synaptycznym.

W zwiazku z tym celem pracy jest proba uzyskania odpowiedzi na nastgpu-
jace pytania:

1. W jakim stopniu przedmurze w chwili urodzenia jest struktura uksztattowana
pod wzgledem cech morfologicznych tworzacych je populacji komérkowych
oraz uksztattowania neuropilu?

2. Ktére z obserwowanych zmian w badanych populacjach komérkowych sa
kontynuacja procesOw zapoczatkowanych w okresie przedurodzeniowym,
a ktdre pojawiaja si¢ w okresie pourodzeniowym?

3. Czy wséréd badanych populacji komérkowych, zréznicowanych pod wzgle-

dem charakterystyki immunocytochemicznej, mozna wskaza¢ réznice w dy-
namice dojrzewania w okresie postnatalnym?
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4. Czy wsréd badanych populacji neuronalnych mozna wskazaé typy wyréznia-
jace si¢ wspotwystepowaniem (kolokalizacja) okreslonych substancji?

5. Czy w okresie obserwacji mozna stwierdzi¢ wystgpowanie zmian jakoscio-
wych i ilosciowych w populacji neuronéw projekcyjnych przedmurza?

6. Czy na podstawie oceny charakteru zachodzacych zmian w badanych popu-
lacjach komérkowych w okresie pourodzeniowym mozna okres§li¢ moment
osiagnigcia dojrzatos$ci morfologicznej przez badang strukture?
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3. MATERIAL I METODY

3.1. Material

Materiat badawczy stanowita grupa 245 szczuréw rasy Wistar, obojga pfci,
pochodzacych z hodowli Instytutu Medycyny Pracy w f.odzi. Zastosowana pro-
cedura postgpowania ze zwierzgtami byta zgodna z zaleceniami Migdzynarodo-
wej Rady do Spraw Wiedzy o Zwierzgtach Laboratoryjnych (ICLAS) z 1974
roku oraz zaleceniami Rady Europy nr 123 z 1986 roku [57]. Ponadto, projekt
badan uzyskat akceptacj¢ lokalnej Komisji do Spraw Etyki. Badane zwierzgta
podzielono na grupy wiekowe liczace od 5 do 7 sztuk. Do celéw badan immuno-
cytochemicznych wyodrgbniono grupy wiekowe: PO, P7, P14, P21, P28, P60,
P90, P120 (P — dzien zycia zwierzgcia). W czesci badan opartych na metodzie
wstecznego transportu aksonalnego zwierzgta podzielono na grupy wiekowe: P7,
P14, P21, P45, P90. Badania zawartosci biatka synaptycznego SNAP-25 metoda
Western Blottnig przeprowadzono w grupach wiekowych: PO, P2, P7, P10, P14,
P21, P28, P60, P120.

3.2. Metody

3.2.1. Metody immunocytochemiczne

Utrwalanie materiatu

Szczury znieczulano gieboko przy pomocy podawanego dootrzewnowo pen-
tobarbitalu sodowego (Nembutal, w dawce 60 mg/kg wagi ciala), nastgpnie per-
fundowano przezsercowo 0,9% roztworem NaCl (od 50 do 250 ml, w zaleznosci
od wieku) z dodatkiem 5000 j.m. heparyny, a nastgpnie utrwalano 4% roztwo-
rem paraformaldehydu w buforze fosforanowym (PBS, pH 7.4) w ilosci od 100
do 500 ml, w zaleznosci od wieku. Po dekapitacji i wydobyciu z czaszki, mo-
zgowia umieszczano na okres 2 godzin w roztworze utrwalacza, a nastgpnie ko-
lejno w 15% i1 30% roztworze sacharozy w 0,1 M roztworze buforu fosforano-
wego, przez 24 godziny. Nastgpnie mézgowia cigto w plaszczyznie czotowej na
skrawki o grubosci 30 wm na kryostacie Jung CM1800 (Leica, Niemcy).

Barwienia immunocytochemiczne

Skrawki ptukano w 0,01 M roztworze buforu fosforanowego (PBS) i inku-
bowano przez 1 godzing w mieszaninie zawierajacej: 0,1% roztwoér albuminy
w surowicy wotowej (Sigma Chemical Company, USA), 10% roztwér surowicy
koziej (Jackson ImmunoResearch, USA), 0,01% roztwoér azydku sodowego oraz
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0,05% roztwor thimerosalu. Skrawki inkubowano z przeciwcialami przeciw:
neuropeptydowi Y, somatostatynie, wazoaktywnemu peptydowi jelitowemu lub
przeciw biatkom wiazacym wapn: kalbindynie D28k, parwalbuminie lub kalre-
tyninie przez noc w temperaturze pokojowej. Ponadto, w barwieniach podwdj-
nych uzyto przeciwciala przeciw neuronalnej formie syntazy tlenku azotu. Spe-
cyfikacj¢ uzytych przeciwciat przedstawiono w tabeli (tab. 1). Nastgpnie po wy-
ptukaniu skrawkéw w 0,01 M roztworze PBS, inkubowano je z przeciwciatem
wtérnym sprzezonym z fitocyjanina (FITC) lub indokarbocyjanina (Cy?) przez
1 godzing w temperaturze pokojowej. Po wyplukaniu skrawkéw w 0,01 M roz-
tworze PBS, umieszczano je na szkietkach podstawowych i po wysuszeniu przy-
krywano szkietkami nakrywkowymi, stosujac Vectasheld (Vector Laboratories,
Inc., USA).

Tab. 1. Przeciwciata pierwotne i wtérne uzyte do badan.
Tab. 1. Primary and secondary antibodies used in the study.

Przeciwciato Rozcieniczenie Producent

Antibody Concentration Manufacturer
Rabbit polyclonal antibody to 1:500 Affiniti, W. Brytania
Neuropeptide tyrosine (NPY) )
Anti-Somatostatin polyclonal . Euro-Diagnostica AB, Szwecja

. : 1:500
antibody (rabbit)
Vasoactive Intestinal Peptide Cappel, ICN Pharmaceuticals,
(Anti-VIP) Polyclonal 1:800 Inc., USA
Antibody (rabbit)
Monoclonal Anti-Calbindin- 1:1000 Sigma Chemical Company,
D28k, Clone CB-955 (mouse) ) USA
Goat Anti-Calretinin Polyclonal 1:1000 Chemicon International,
Antibody ) USA
Monoclonal Anti-Parvalbumin 1:1000 Sigma-Aldrich Inc.,
Clone Parv-19 (mouse) ) USA
Monoclonal Anti-Nitric Oxide Sigma Chemical Company,
Synthase-Brain (bNOS) Clone 1:500 USA
NOS-BI (mouse)*
Cy3-conjugated goat anti-rabbit, Jackson ImmunoResearch
goat anti-mouse, donkey 1:800 Laboratories Inc., USA
anti-goat Antibodies
Fluorescein (FITC)-conjugated Jackson ImmunoResearch
goat anti-rabbit, goat anti- Laboratories Inc., USA
. . 1:800

mouse, donkey anti-goat Anti-
bodies

* uzywano jedynie w barwieniach podwéjnych, w celu oceny kolokalizacji
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W celu wykazania kolokalizacji wybranych neuropeptydéw z biatkami wia-
zacymi wapn lub syntaza tlenku azotu skrawki inkubowano z mieszanina odpo-
wiednich przeciwcial w tych samych stgzeniach jak w barwieniach pojedyn-
czych.

Kontrola swoistosci reakcji

W celu sprawdzenia swoistoéci reakcji immunocytochemicznej, skrawki
poddawano opisanej wyzej procedurze immunocytochemicznej, z pominigciem
inkubacji z pierwotnym lub wtérnym przeciwcialem. W przypadku barwief po-
dwdjnych, w celu wykluczenia reakcji krzyzowej pomigdzy uzytymi w miesza-
ninie przeciwcialami pierwotnymi, a nieodpowiadajacymi im przeciwciatami
wtérnymi, stosowano pominigcie jednego z przeciwcial pierwotnych. Wszystkie
proby potwierdzity swoistos¢ reakcji immunocytochemicznych.

3.2.2. Metody oparte na wstecznym transporcie aksonalnym

Procedura operacyjna podania znacznika fluorescencyjnego oraz przygotowa-
nie preparatow

Zwierzgta znieczulano mieszaning ketaminy (Ketanest, 20 mg/kg wagi ciata)
i ksylazyny (Sedazin, 3 mg/kg wagi ciala) w stosunku objgtosciowym 7:1
w dawce 1 ml/kg wagi ciata. Zwierzgta umieszczano w aparacie stereotaktycz-
nym. W warunkach aseptycznych nacinano skoér¢ i odstaniano powierzchnig
kosci czaszki w okolicy ciemieniowej. Nastgpnie po nawierceniu otworu trepa-
nacyjnego nacinano opong¢ twarda i odstaniano powierzchni¢ kory mézgu. Po
wyznaczeniu wspolrzednych na podstawie atlaséw stereotaktycznych [374, 375]
umieszczano szklang mikrokapilar¢ w korze okolicy somatosensorycznej na
glebokosci do 1,5 mm (ryc. 4, ryc. 32A). Nastgpnie podawano 3% wodny roz-
twor znacznika fluorescencyjnego Fluoro-Gold (Fluorochrome Inc., USA) przy
pomocy strzykawki Hamiltona, umieszczonej w automatycznej pompie do mi-
kroiniekcji, potaczonej z mikrokapilarg drenem polietylenowym (World Preci-
sion Instruments; Niemcy).

Weryfikacji prawidtowego potozenia mikrokapilary i miejsca iniekcji w ko-
rze somatosensorycznej dokonywano oceniajac budowe cytoarchitektoniczna
kory [500, 501], a takze sprawdzajac obecno$¢ wyznakowanych wstecznie neu-
ronéw we wiasciwych jadrach wzgérza. U kazdego ze zwierzat podano 2 pl roz-
tworu znacznika. Czas podania wynosit 10 minut. Po zakonczeniu iniekcji mi-
krokapilarg pozostawiano na miejscu przez 5 minut w celu ograniczenia wycieku
znacznika przez miejsce uszkodzenia kory mézgu. Po usunigciu mikrokapilary
1 opanowaniu krwawienia ran¢ operacyjng zamykano szwem ciagtym, w warun-
kach aseptycznych. Po operacji zwierzgta pozostawiano w warunkach swobod-



Przemystaw Kowianski 33

nego dostgpu do pozywienia i wody przez okres 7 dni, a nastgpnie dokonywano
perfuzji przezsercowej, zgodnie z uprzednio opisang procedura. Mézgowia po
wyjeciu z czaszek utrwalano dodatkowo zanurzajac na dwie godziny w 4% roz-
tworze paraformaldehydu, a nast¢pnie odwadniano kolejno w 15% i30% roz-
tworze sacharozy w 0,1 M roztworze buforu fosforanowego przez 24 godziny.

Moézgowia krojono seryjnie w ptaszczyznie czolowej na skrawki o grubosci
40 pm na kryostacie, uktadano na szkietkach podstawowych i suszono. Co 10
skrawek barwiono fioletem krezylowym.

Ryc. 4 Podzial pol korowych u szczura; powierzchnia grzbielowa (A) oraz boczna
(B) polkuli mézgu, z zaznaczonymi obszarami pierwszorzedowej (S1) i drugorzedowej
(S2) kory somatosensorycznej (wzorowane na: Zilles K. et al. 1980).

Fig. 4 Division of the cortical areas in the rat; dorsal (A) and lateral (B) surfaces of the
cerebral hemisphere, with marked primary (S1) and secondary (S2) somatosensory
cortical areas (adapted from: Zilles K. et al. 1980).
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3.2.3. Badania jakos$ciowe i pélilosciowe

Przedmiotem oceny jakos$ciowej oraz potilosciowej byly wybrane parametry
morfologiczne, charakteryzujace populacje neuronéw pojedynczo znakowanych
oraz wykazujacych kolokalizacje w barwieniach immunocytochemicznych.
W kazdej z badanych populacji neuronéw, pojedynczo- lub podwdjnie znakowa-
nych, oceniano takie cechy morfologiczne jak: stosunek wielko$ci cytoplazmy
do wielkosci jadra komdrkowego, uksztattowanie poczatkowych odcinkéw den-
drytéw i aksondw oraz biegunowo$¢ neurondw. Ponadto, oceniano wybrane
parametry morfologiczne neuropilu, jak: gesto$¢ oraz intensywnos$¢ jego znako-
wania, obecnos$¢ zylakowatosci 1 punktéw immunoreaktywnych oraz wyznako-
wanych rozgalezien. W przypadku kolokalizacji, te same cechy oceniano w od-
niesieniu do podwdéjnie wyznakowanych sktadnikéw neuropilu.

O dojrzato$ci morfologicznej neurondéw $wiadcza: zwigkszenie wzglednej
objetosci cytoplazmy w stosunku do objgtosci jadra komdrkowego, pojawienie
si¢ wysmuktych, poczatkowych odcinkéw widkien nerwowych, zmniejszenie
udziatu neuronéw jednobiegunowych w calej badanej populacji. W przypadku
oceny neuropilu, cechami §wiadczacymi o jego dojrzewaniu sa: zwigkszajaca si¢
gesto$¢ oraz intensywno$¢ znakowania, pojawienie si¢ lub zwigkszenie ilo$ci
zylakowatos$ci oraz punktéw immunoreaktywnych, pojawienie si¢ lub zwigksze-
nie ilosci wyznakowanych miejsc podziatu widkien nerwowych.

W celu dokonania poréwnywalnej oceny poétilosciowej poszczegdlnych po-
pulacji neuronalnych przyjeto przedstawione ponizej kryteria. W przypadku
oceny biegunowosci neuronéw rozrézniono typy morfologiczne komérek: jed-
nobiegunowych (w tabelach oznaczone cyfra 1), dwubiegunowych (oznaczone
cyfra 2) oraz wielobiegunowych (oznaczone cyfra 3). Oceniajac ggsto$¢ neuropi-
lu, stwierdzano: jego catkowity brak (), niska gestos¢ (+) lub obecnos$¢ dobrze
rozwini¢tego neuropilu (++). Oceniajac intensywno$¢ znakowania neuropilu
stwierdzano: staba intensywno$¢ (+) lub duza intensywnos$¢ znakowania (++).
W przypadku oceny zylakowato$ci i punktéw immunoreaktywnych, a takze wy-
znakowanych rozgal¢zien, wyrézniono ich brak (—) lub obecno$¢ (+). Oceniajac
kolokalizacje badanych substancji w ciatach neuronéw stwierdzano jej brak (-)
lub obecnos¢ (+).

W przypadku neuronéw wyznakowanych metoda wstecznego transportu ak-
sonalnego oceniano potozenie strefy projekcyjnej w przedmurzu oraz cechy mor-
fologiczne dojrzewajacych neuronéw.

Oceng jakosciowa wyznakowanych wstecznie neuronéw w przedmurzu,
a takze wstepna oceng jakosciowa preparatow barwionych immunocytochemicz-
nie, przeprowadzono przy pomocy mikroskopu fluorescencyjnego Olympus
B-X51 (Olympus, Japonia).
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Zasadniczej oceny preparatow barwionych immunocytochemicznie dokona-
no uzywajac mikroskopu fluorescencyjnego Eclipse E600 (Nikon, Japonia),
wspolpracujacego z systemem konfokalnym MicroRadiance (Bio-Rad, W. Bry-
tania), wyposazonym w laser argonowy — Argon lon (25 mW). Laser ten przy
zastosowaniu odpowiednich filtréw emituje $§wiatto monochromatyczne o dlugo-
Sci fali 514 nm, wzbudzajace znacznik Cy’ lub o dlugosci fali 488 nm wzbudza-
jace znacznik FITC. Dokumentacja materiatu w postaci zdj¢¢ zostala 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 selektywnosci
wzbudzenia znacznikéw wykazata pozytywny wynik.

3.2.4. Metody morfometryczne

Charakterystyka badanych parametrow

Badania morfometryczne dotyczyly zar6wno populacji interneuronéw wy-
znakowanych metoda immunocytochemicznag, jak i populacji neuronéw projek-
cyjnych, znakowanych metoda wstecznego transportu aksonalnego.

Oceng iloSciowa przeprowadzono stosujac obiektywne metody morfome-
tryczne. Analiza ilosciowa w przypadku pojedynczych barwien immunocyto-
chemicznych obejmowata oceng: 1/ rozktadu ksztattéw neuronéw, 2/ gestosci
numerycznej, 3/ wielkos$ci p6l przekroju neuronéw.

Badania ilosciowe populacji neuronéw podwdéjnie znakowanych immunocy-
tochemicznie dotyczyty oceny: 1/ rozkladu ksztattow neurondéw, 2/ wspdtczyn-
nika kolokalizacji, bgdacego stosunkiem liczby podwdjnie wyznakowanych neu-
ronéw do wszystkich wyznakowanych neuronéw w danej kombinacji barwien,
3/ stosunku liczby podwdéjnie wyznakowanych neuronéw do pojedynczo wyzna-
kowanych neuronéw w danej kombinacji barwien, 4/ wielkosci pdl przekroju
neurondw.

Badania ilosciowe neuronéw projekcyjnych, znakowanych metoda wstecz-
nego transportu aksonalnego we wszystkich grupach wiekowych obejmowaty
oceng: 1/ rozktadu wyznakowanych neuronéw w obrgbie strefy projekcyjnej,
2/ rozktadu ksztattow neuronéw, 3/ gestosci numerycznej.

Ocena rozktadu ksztaltow neuronow wyznakowanych immunocytochemicznie
oraz metodq wstecznego transportu aksonalnego

Oceng rozktadu ksztattéw neurondéw przeprowadzono wykorzystujac skraw-
ki pochodzace z przedniej, srodkowej i tylnej czgsci przedmurza. W tym celu
wybrano skrawki, na ktérych pojawiaty si¢ odpowiednio przekroje: spoidia
wielkiego, spoidta przedniego i hipokampa. U osobnika dorostego odpowiadaja
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one przekrojom mézgowia 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 powigkszeniu 4x, zmieniano wielko$¢
powigkszenia na 40x i liczono komérki nerwowe o danym ksztalcie. W populacji
interneuronéw oraz neuronéw projekcyjnych, rozrézniono pig¢ typéw ksztattow
komoérek: wrzecionowate, owalne, okragte, tréjkatne, wieloboczne. W kazdym
przypadku analizowano populacj¢ zawierajaca przynajmniej 100 neuronéw. Pro-
cedurg t¢ stosowano zaréwno w przypadku barwien pojedynczych jak i podwoj-
nych.

Badania przeprowadzono uzywajac systemu do analizy stereologicznej
(C.A.S.T. Grid system; Olympus, Dania). W celu uzupelnienia oceny morfolo-
gicznej rozrézniono dodatkowo neurony jedno-, dwu- i wielobiegunowe, chociaz
ten podziat nie zostat poddany ocenie ilosciowe;.

Ocena gestosci numerycznej neuronow znakowanych immunocytochemicznie
oraz metodq wstecznego transportu aksonalnego

Oceny gestosci neuronéw dokonano na skrawkach zawierajacych przekroje
przedmurza w czg$ci przedniej, Srodkowej i tylnej, cigtych w plaszczyznie czo-
towej, uzywajac systemu do analizy stereologicznej (C.A.S.T. Grid system;
Olympus, Dania), wraz z oprogramowaniem, zainstalowanego na komputerze
wspoélpracujacym z mikroskopem BX-51 (Olympus, Japonia).

Po wyznaczeniu granic obszaru zaj¢tego przez przedmurze w powigkszeniu
4x, zmieniano wielko$¢ powigkszenia na 40x i stosujac systematyczne losowe
prébkowanie, przeprowadzano procedur¢ liczenia wyznakowanych cial neuro-
néw w ramce probkujacej, ktérej potozenie zmieniano automatycznie, ruchem
meandrowym pokrywajac staty dla wszystkich skrawkéw odsetek powierzchni
przekroju przedmurza.

Ocena pol przekroju neuronow wyznakowanych immunocytochemicznie

Oceny pdl przekroju neuronéw znakowanych metoda pojedynczych i po-
dwdjnych barwien immunocytochemicznych dokonano przy pomocy mikrosko-
pu fluorescencyjnego Eclipse E600 (Nikon, Japonia), wspotpracujacego z syste-
mem konfokalnym MicroRadiance (Bio-Rad, W. Brytania). W powigkszeniu
60x oceniano pola powierzchni przekroju neurondéw stosujac oprogramowanie
LaserPix v. 4.0 (Bio-Rad; W. Brytania). Wyznakowane neurony pochodzily
z przedniej, Srodkowej oraz tylnej czg$ci przedmurza. W kazdym przypadku
pomiaréw dokonano na populacji liczniejszej niz 100 neuronéw.
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B+1.60 mm

Ryc. 5 Przekroje czolowe polkuli moézgu szczura zawierajace odpowiednio
przednia, srodkowa oraz tylna cz¢s$¢ przedmurza; odleglos¢ w stosunku do punktu
bregma (B) wyrazona zostala w milimetrach; skroty: ac - spoidlo przednie,
Acb - jadro pollezace, Amg - cialo migdalowate, cc - spoidlo wiclkie,
Cl - przedmurze, CPu - prazkowie, ec - torebka zewngtrzna, EDn - jadro
srodgruszkowe, GP - galka blada, Hip - hipokamp, IC - kora wyspowa, ic -
torebka wewnetrzna, Pir - kora gruszkowata, Rh - bruzda wegchowa, Th - wzgorze
(wzorowane na: Paxinos G. 1 Watson C. 1997).

Fig. 5 Coronal sections of the cerebral hemisphere of the rat with anterior,
middle and posterior parts of the claustrum; distance from the bregma (B) is
given in mm, abbreviations: ac - anterior commissure, Acb - nucleus accumbens,
Amg - amygdaloid body, cc - corpus callosum, CI - claustrum, CPu - striatum,
ec - external capsule, EDn - endopiriform nucleus, GP - globus pallidus, Hip -
hippocampus, IC - insular cortex, ic - internal capsule, Pir - piriform cortex, Rh -
rhinal fissure, Th - thalamus (adapted from: Paxinos G. and Watson C. 1997).
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3.2.5. Ocena zawartosci biatka SNAP-25 metodg ,,Western blotting”

W celu uzyskania tkanki nerwowej zwierzgta usmiercano letalna dawka
Nembutalu (60 mg/kg wagi ciata), a nastgpnie wydobywano mézgowia i krojono
je w plaszczyznie czolowej na skrawki grubosci 3—4 mm. Pod mikroskopem
preparacyjnym w powigkszeniu 12x izolowano tkankg¢ nerwowa z okolicy
przedmurza i zamrazano do temperatury —80°C w celu przechowania. Nastgpnie
po rozmrozeniu, przygotowang tkank¢ homogenizowano w buforze z dodatkiem
inhibitoréw proteaz. St¢zenie catkowite wyizolowanego biatka oznaczano meto-
da Lowry’ego.

Do studzienek zelu poliakrylamidowego nakladano prébki o takim samym
stezeniu catkowitym bialka. Po rozdziale elektroforetycznym biatka przenoszono
z zelu na blong nitrocelulozowa za pomoca transferu pétsuchego. Prawidtowosé
transferu biatek sprawdzano poprzez odwracalne barwienie membrany Ponceau
S. Niespecyficzne miejsca wigzania bialek na btonie nitrocelulozowej blokowa-
no przez inkubacje w roztworze odttuszczonego mleka. Nastgpnie membrang
inkubowano przez noc z mysimi monoklonalnymi przeciwcialami pierwotnymi
przeciwko szczurzemu SNAP-25 (Chemicon International, USA) w rozciencze-
niu 1:1000. Po przemyciu membrang inkubowano z wtérnymi przeciwciatami
kréliczymi przeciwko przeciwcialom mysim sprzgzonymi z peroksydaza chrza-
nowa (Sigma, USA), w rozcieficzeniu 1:40000. Do uwidocznienia prazkéw na
kliszy autoradiograficznej uzywano chemiluminescencyjnego substratu dla pe-
roksydazy chrzanowej (Pierce, USA). Po analizie wynikéw, przeciwciata usu-
wano z membrany (Restore Stripping Buffer, Pierce, USA).

Cata procedur¢ immunoblotingu i detekcji chemiluminescencyjnej powta-
rzano dla bialka referencyjnego B-aktyny z innym zestawem przeciwciat. Jako
przeciwciata pierwotne stosowano monoklonalne przeciwciala mysie przeciwko
szczurzemu biatku B-aktyny (Sigma, USA) w rozcienczeniu 1:5000, natomiast
jako przeciwciata wtérne uzyto przeciwciala krélicze przeciwko przeciwcialom
mysim sprz¢zone z peroksydaza chrzanowa (Sigma, USA) w rozcienczeniu
1:40000.

W celu dokonania oceny ilosciowej uzyskanych wynikéw 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 wynikéw

Dane dotyczace liczebnosci komérek w polach testowych, liczebnosci komé-
rek nalezacych do poszczegdlnych typéw morfologicznych, lub parametréw
morfologicznych neuronéw zostaty wprowadzone do arkusza kalkulacyjnego,
gdzie dla kazdego zwierzgcia obliczono $rednie charakteryzujace dane populacje
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neurondw, oraz sumaryczne liczby komoérek w okre§lonych przedziatach klaso-
wych.

Analizie statystycznej zostaly poddane: 1/ dane zawierajace Srednie wartosci
parametréw morfometrycznych oraz 2/ usrednione (w danej grupie wiekowej)
rozktady liczby komédrek w okreslonych przedziatach klasowych. Ze wzgledu na
charakter analizowanych zjawisk oraz czgsto wystgpujace duze réznice pomig-
dzy wielkosciami badanych parametréw wykonano analizy metodami niepara-
metrycznymi, niewymagajacymi spetnienia zatozen normalnosci rozktadéw oraz
rownosci odchylen standardowych.

Wykonano dwie grupy analiz statystycznych. Pierwsza grupa dotyczyla ana-
lizy istotno$ci zmian zachodzacych w szeregach czasowych (pomigdzy badany-
mi grupami zwierzat). Druga grupa analiz koncentrowala si¢ na réznicach po-
migdzy badanymi subpopulacjami neuronalnymi przedmurza, dotyczac ogélnej
ich charakterystyki (pomi¢dzy badanymi populacjami neuronalnymi).

Dane dotyczace liczebnosci komérek w poszczegdlnych przedziatach klaso-
wych poréwnywano testem Chi kwadrat. Czgstosci wystgpowania poszczegol-
nych kolokalizacji poréwnano testem Q dla frakcji.

Dane dotyczace parametréw morfometrycznych komoérek (gesto$¢, wielkose)
poréwnywano nieparametryczng analiza wariancji (testem Kruskala-Wallisa),
lub tez, szczegdlnie dla oceny tendencji okre$lonych zjawisk, wykonywano test
Jonckheera.

W wicgkszo$ci badanych testow nie wykonywano tzw. testoéw niezaplanowa-
nych dla wskazania szczegélowych réznic pomigdzy 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, ktére zostaty zaczerpnigte z piSmien-
nictwa [496]. We wszystkich analizach przyjeto poziom istotnosci p<0,05.

Po wykonaniu analiz statystycznych ostateczne dane dotyczace Srednich
1 odchylen standardowych wartosci badanych parametréw w grupach wiekowych
oraz liczebnosci w poszczeg6lnych przedziatach klasowych postuzyly do wyko-
nania tabel i wykresow.
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4. WYNIKI

4.1. Ocena morfologiczna dojrzewania populacji neuronow
zawierajacych neuropeptydy w przedmurzu

4.1.1. Neuropeptyd Y

Neurony zawierajqce neuropeptyd Y

Neurony NPY-ir widoczne sa w calym badanym okresie. W pierwszym ty-
godniu sg to przewaznie neurony o stosunkowo niewielkiej objetosci cytopla-
zmy, z nielicznymi, poszerzonymi w poczatkowych czesciach wypustkami
(ryc. 6). Po uptywie czterech tygodni zycia zwigksza si¢ objeto$¢ cytoplazmy
oraz liczba wypustek odchodzacych od ciata neuronu.

W najmiodszej grupie wiekowej spotyka si¢ przewaznie neurony jedno-
i dwubiegunowe (tab. 2). W grupach wiekowych P4 — P21, wystepuja neurony
o réznych typach morfologicznych — od jedno- do wielobiegunowych. Udziat
poszczegblnych typow jest zréznicowany, w zalezno$ci od wieku. Po uplywie
pierwszego miesigca zycia dominuja neurony wielo- i dwubiegunowe. Ich prze-
waga utrzymuje si¢ do konca okresu obserwacji. Od ciata neuronéw odchodzi
zazwyczaj od 2 do 5 dendrytéw, dzielacych si¢ dychotomicznie w dalszych od-
cinkach swego przebiegu.

Ocena ksztattéw ciat komoérek nerwowych wskazuje, ze w grupie PO wyste-
puja przewaznie neurony owalne i wrzecionowate (ryc. 7A). Wszystkie posiada-
ja krétkie odcinki wyznakowanych wypustek. W grupie P4 zwigksza si¢ udziat
neuronéw wielobocznych, a mniej jest komdrek o ksztalcie wrzecionowatym.
Widoczne sa diuzsze odcinki wyznakowanych wypustek. W kolejnych grupach
wiekowych dominuja komérki o ciatach owalnych lub wrzecionowatych, najcze-
$ciej o intensywnym zabarwieniu.

Ocena gestosci numerycznej neuronéw NPY-ir wykazuje wzrost w ciagu
pierwszych dwdéch tygodni zycia (ryc. 7B). Nastgpnie, zaznacza sig stabilizacja
gestosci neurondéw, utrzymujaca si¢ do konca okresu obserwacji. Srednia wartos¢
gestosci numerycznej w tej populacji w catym badanym okresie wynosi 48 +£13
neuronéw na mm?>.

Srednie wielkosci pdl przekrojéw neuronéw NPY-ir wzrastaja w ciagu
dwéch tygodni po urodzeniu (ryc. 7C). W dalszym okresie obserwacji nie wyka-
zuja one istotnych réznic. Srednia warto$é pola przekroju neuronu w tej popula-
cji, w catym badanym okresie wynosi 147,8 + 47,1 pm®.
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Ryc. 6 Ciala komérek nerwowych (rzad gomy i $rodkowy) oraz
neuropil (rzad dolny) zawierajace NPY (NPY-ir) w przedmurzu
szczura; neurony jedno- i dwubiegunowe o cialach owalnych
i wrzecionowatych (grupy PO i P4). neurony wiclobiegunowe,
o duzej roznorodnosci ksztaltéw (grupy P10-P120); wzrost
gestosci i intensywnos$¢ znakowania neuropilu NPY-ir w okresie
obserwacji (grupy P0-P120); NPY-ir wlokna na powierzchni
niewyznakowanych komérek (P120a). Dlugos¢ skali = 20 pm.

Fig. 6 NPY-ir neuronal cell bodies (superior and middle rows) and neuropil (inferior
row) in the rat claustrum; unipolar and bipolar neurons of oval and fusiform shapes
(groups PO and P4); multipolar neurons of differentiated shapes (groups P10-P120);
increase of neuropil density and intensity of staining during the study period (groups
PO0-P120); NPY-ir fibers on the surface of unlabeled cells (P120a). Scale bar = 20 um.
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Tab. 2. Ocena jakosciowa i poétlilosciowa wybranych parametréw morfologicznych
neuronéw oraz neuropilu przedmurza zawierajacych 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 Biegunowos¢ Gestos¢ | Intensywnosc Zylakowatosci Wyznakowane
wiekowa neuronéw neuropilu | znakowania | ipunkty immuno- | rozgalezienia
neuropilu reaktywne
Age Neuronal Density Intensity Varicosities and | Immunoreactive
group polarity of neuropil|  of neuropil immunoreactive ramifications
staining points
PO 1,2 + + + -
P4 2,1,3 + + + -
pP7 2,1,3 + + + -
P10 2,1,3 + + + +
P14 2,3,1 + + + +
P21 2,3,1 + + + +
P28 3,2 ++ ++ + +
P60 3,2 ++ ++ + +
P120 3,2 ++ ++ + +

Objasnienia oznaczen uzytych w tabelach:

Biegunowos$¢ neuronéw: (1) — jednobiegunowe, (2) — dwubiegunowe, (3) — wielobiegunowe.
Ggsto$¢ neuropilu: (—) brak wyznakowania neuropilu, (+) niska ggsto$¢ neuropilu, (++) wysoka
gesto$é, dobrze rozwinigty neuropil.

Intensywno$¢ znakowania neuropilu: (+) niska intensywnos$¢, (++) wysoka intensywno$¢ znako-
wania.

Zylakowatoéci i punkty immunoreaktywne: (=) niewidoczne, (+) obecne.

Wyznakowane rozgatg¢zienia widkien 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 neuronéw NPY-ir w okresie obserwacji (PO — P120):
(A) rozktad ksztalttéw neuronéw;

(B) $rednie wartos$ci gesto$ci numerycznej neurondéw;

(C) $rednie wielkosci p6l przekroju neuronéw.

Fig. 7. Population of NPY-ir neurons in the period of observation (PO — 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 zawierajqcy neuropeptyd Y

W grupie wiekowej PO neuropil NPY-ir jest stabo rozwinigty (ryc. 6). Two-
rza go krétkie wypustki neurondéw oraz bardzo nieliczne punkty immunoreak-
tywne. W kolejnych grupach wiekowych zaznacza si¢ stopniowy wzrost gestosci
wyznakowanych widkien i punktéw immunoreaktywnych, jednak jest ona nadal
mniejsza niz u osobnikéw dorostych (tab. 2). Mozna zidentyfikowaé nieco dtuz-
sze odcinki wyznakowanych wtékien. W dziesiatym dniu po urodzeniu pojawia-
ja si¢ wyznakowane miejsca podzialu widkien nerwowych. Widkna NPY-ir sa
w tym okresie cienkie i posiadaja zylakowato$ci.

Po zakonczeniu pierwszego miesigca zycia ggstos¢ neuropilu zawierajacego
NPY nie ulega juz dalszemu wzrostowi. Immunoreaktywne wtékna nerwowe
tworza gesta sie¢ we wszystkich rejonach przedmurza. Wystgpuja intensywnie
wyznakowane punkty immunoreaktywne. Spotyka si¢ do$¢ liczne zakonczenia
aksonéw oraz widkna NPY-ir na powierzchni niewyznakowanych neuronéw
(ryc. 6). Intensywno$¢ wyznakowania neuropilu osiaga maksimum w grupie
wiekowej P28.

Podsumowujac, zakonczenie zmian morfologicznych, zachodzacych w cia-
fach neuronéw oraz neuropilu wykazujacych immunoreaktywno$¢ w stosunku
do NPY, ma miejsce w grupie wiekowej P28.

4.1.2. Somatostatyna

Neurony zawierajqce somatostatyne

W grupach wiekowych PO i P4, dominuja neurony posiadajace stosunkowo
niewielka objgtos¢ cytoplazmy oraz krétkie i nieco poszerzone odcinki wyzna-
kowanych wypustek (ryc. 8). W kolejnych grupach wiekowych spotyka sie neu-
rony o zréznicowanej intensywnosci wyznakowania cytoplazmy, o liczniejszych,
dtuzszych i zazwyczaj nieposzerzonych wypustkach.

Oceniajac typy morfologiczne neuronéw, w grupach wiekowych PO i P4
stwierdzono obecno$¢ dwu- i jednobiegunowych neuronéw SOM-ir (tab. 3). Do
konca trzeciego tygodnia zycia spotyka si¢ neurony reprezentujace wszystkie
typy morfologiczne, o zréznicowanym udziale, w zalezno$ci od wieku. Poczyna-
jac od grupy P28 do konca okresu obserwacji w badanej populacji wystgpuja
neurony dwu- lub wielobiegunowe.
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Ryc. 8 Ciala komoérek nerwowych (rzad gorny i srodkowy) oraz neuropil (rzad dolny)
zawierajace SOM (SOM-ir) w przedmurzu szczura; neurony dwubiegunowe, o cialach
okraglych Iub owalnych i poszerzonych poczatkowych odcinkach dendrytéw (grupy PO
i P4); zwigkszenie zroznicowania ksztaltow neuronow w grupach P14-P120, widoczne
neurony dwu- i wielobiegunowe, owalne, wrzecionowate, trojkatne i wicloboczne
z wyznakowanymi dluzszymi i wysmuklymi odcinkami dendrytéw: wzrost gestosci
neuropilu w badanym okresie (grupy P0-P120). Dlugos¢ skali = 20 pm.

Fig. 8 SOM-ir neuronal cell bodies (superior and middle rows) and neuropil (inferior row)
in the rat claustrum; bipolar neurons, of round or oval cell bodies and thicker proximal
firagments of dendrites (groups PO and P4); increase in differentiation of neuronal shapes
in groups P14-P120, bipolar and multipolar neurons of oval, fusiform, triangular and
multiangular shapes, with longer and thiner fragments of stained dendrites; increase
of neuropil density in period of study (groups P0-P120). Scale bar = 20 um.
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Tab. 3. Ocena jakosciowa i poétlilosciowa wybranych parametréw morfologicznych
neuronéw i neuropilu przedmurza zawierajacych somatostatyne.

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

tostatin.
Grupa Biegunowos¢ Ggstosé Intensywno$¢ Zylakowatoéci Wyznakowane
wiekowa neuronéw neuropilu znakowania | i punkty immuno- | rozgalgzienia
neuropilu reaktywne
Age Neuronal Density Intensity Varicosities and | Immunoreactive
group polarity of neuropil of neuropil immunoreactive ramifications
staining points
PO 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 ++ ++ + +

Udzialy neuronéw reprezentujacych badane ksztalty sa zréznicowane w za-
leznosci od wieku. W grupie wiekowej PO dominuja neurony owalne, okragte
Iub wrzecionowate (ryc. 9A). Posiadaja one bardzo krétkie wypustki. W kolejne;j
grupie (P4) zmniejsza sig udziat neuronéw okragtych. Najliczniejsze sa komoérki
o cialach owalnych i wrzecionowatych. W calym badanym okresie spotyka sig
neurony reprezentujace wszystkie badane ksztatty. Wraz z wiekiem, zwigksza si¢
udzial neuronéw wrzecionowatych i wielobocznych, przy jednoczesnym zmniej-
szaniu si¢ udzialu neuronéw okragtych.

Gestos$¢ neuronéw SOM-ir wykazuje wysokie warto$ci w ciagu catego okre-
su obserwacji (ryc. 9B). Nie zaobserwowano jednak istotnych zmian jej warto$ci
w badanym okresie. Srednia warto$¢ gestosci numerycznej w tej populacji
w catym badanym okresie wynosi 80 + 26 neuronéw na mm".
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Ryc. 9. Populacja neuronéw SOM-ir w okresie obserwacji (PO — P120):

(A) rozktad ksztattow neurondow;

(B) srednie wartosci ggstosci numerycznej neuronow;
(C) $rednie wielkosci pdl przekroju neurondw.

Fig. 9. Population of SOM-ir neurons in the period of observation (PO — 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 réznic w wielkosci $rednich pél przekrojéw neurondéw
SOM-ir w badanym okresie (ryc. 9C). Srednia warto$¢ pola przekroju neuronu
w tej populacji w catym badanym okresie wynosi 137,9 + 41,2 pm®.

Neuropil zawierajqcy somatostatyne

W grupie wiekowej PO neuropil zawierajacy somatostatyng jest bardzo stabo
rozwinigty (ryc. 8; tab. 3). Nielicznie wystgpuja punkty immunoreaktywne.
W przedziale obejmujacym grupy wiekowe P4 — P21 ggstos¢ neuropilu zwigksza
si¢ bardzo nieznacznie. Delikatne widkna SOM-ir sag wyznakowane na krétkich
odcinkach. Sporadycznie spotyka si¢ wyznakowane rozgat¢zienia widkien ner-
wowych. Pojawiaja si¢ drobne zylakowato$ci na przebiegu widkien. W grupie
P21 widoczna jest delikatna sie¢ wyznakowanych widkien oraz nieco liczniejsze
niz poprzednio punkty immunoreaktywne. Poczynajac od grupy wiekowej P28
uksztattowanie i zaggszczenie neuropilu SOM-ir osiaga charakter spotykany
u zwierzat dojrzatych. Intensywno$¢ wyznakowania neuropilu staje si¢ najwigk-
sza w grupie wiekowej P28.

Podsumowujac, cato§¢ zmian morfologicznych obserwowanych w omawia-
nej populacji konczy si¢ w grupie wiekowej P28.

4.1.3. Wazoaktywny peptyd jelitowy

Neurony zawierajqce wazoaktywny peptyd jelitowy

Neurony zawierajace VIP wystepuja w przedmurzu przez caty badany okres.
W przedziale grup PO — P10 bardzo czgsto spotyka si¢ neurony majace poszerzo-
ne poczatkowe odcinki wypustek (ryc. 10). Ciata tych neuronéw charakteryzuja
si¢ stosunkowo niewielka objegtoscig cytoplazmy. W okresie obserwacji zwigksza
si¢ intensywnos$¢ znakowania cial komérek nerwowych oraz wzrasta objgtos$¢
cytoplazmy. Widoczne sa przewaznie waskie, poczatkowe odcinki wypustek.

Ocena typow morfologicznych neuronéw wykazuje obecnos¢ komorek jed-
no- i dwubiegunowych w grupie PO (tab. 4). W dalszym przedziale czasu, obej-
mujacym grupy P4 — P21, spotyka si¢ juz neurony o zréznicowanej liczbie bie-
gunéw, jednak ich udzial jest odmienny od udzialu w populacji dojrzate;.
W grupach wiekowych P28 — P120 przewazaja neurony wielo- i dwubiegunowe.

Wsréd neurondéw zawierajacych VIP, w badanym okresie, zaznacza sig
przewaga komérek nerwowych o ksztalcie owalnym, wrzecionowatym lub okra-
gtym (ryc. 11A). Bardzo nieliczne sg neurony tréjkatne i wieloboczne.
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Ryc. 10 Ciala komorek nerwowych (rzad gorny i Srodkowy)
oraz neuropil (rzad dolny) zawierajace VIP (VIP-ir) w przed-
murzu szczura, neurony jedno- i dwubiegunowe, o cialach
owalnych i wrzecionowatych (grupy P0-P7); neurony o wigkszym
zréznicowaniu ksztaltéw i dhuzszych odcinkach wyznakowanych 85
dendrytéw (grupy P14-P120); gestos¢ neuropilu VIP-ir jest niska §&*
w grupie P4 i wzrasta w okresie obserwacji (grupy P28, P120): |
widoczne zakonczenia aksonalne VIP-ir na powierzchni nie-
wyznakowanych komorek (P120a). Dlugos¢ skali =20 pm.

Fig. 10 VIP-ir neuronal cell bodies (superior and middle rows) and neuropil (inferior
row) in the rat claustrum; unipolar and bipolar neurons, of oval and fiisiform bodies
(groups P0O-P7); neurons of more differentiated shapes and longer fragments of labeled
dendrites (groups P14-P120); density of VIP-ir neuropil is low at P4 and increase
during the period of study (groups P28, P120); VIP-ir axonal terminals on the surface
of unlabeled cells (P120a). Scale bar = 20 um.
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Tab. 4. Ocena jako$ciowa i potilosciowa wybranych parametréw morfologicznych
neurondw i neuropilu przedmurza zawierajacych 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 | Biegunowos¢ | Gestosé Intensywnos$¢ Zylakowato$ci Wyznakowane
wiekowa | neuronéw neuropilu znakowania i punkty immuno- rozgalgzienia
neuropilu reaktywne
Age Neuronal Density Intensity Varicosities and Immunoreactive
group polarity of neuropil | of neuropil immunoreactive ramifications
staining points
PO 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 gestosci numerycznej neuronéw VIP-ir wykazuje przejsciowy wzrost,
osiagajacy maksymalna warto§¢ w grupie wiekowej P21 (ryc. 11B). Srednia
warto$¢ gestosci numerycznej w tej populacji w catym badanym okresie wynosi
33 + 11 neuronéw na mm-.

Wartosci $rednich pdl przekrojéw neuronéw VIP-ir nie wykazuja istotnych
zmian w badanym okresie (ryc. 11C). Srednia warto$¢ pola przekroju neuronu
w tej populacji w catym badanym okresie wynosi 123,7 + 35,8 pm®.

Neuropil zawierajqcy wazoaktywny peptyd jelitowy

W grupie PO neuropil tworza nieliczne, bardzo krétkie i rzadko rozmiesz-
czone widkna, a takze nieliczne punkty immunoreaktywne (ryc. 10).
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Ryc. 11. Populacja neuronéw VIP-ir w okresie obserwacji (PO — P120):
(A) rozktad ksztattéw neuronéw;

(B) $rednie warto$ci gesto$ci numerycznej neuronéw;

(C) $rednie wielkosci p6l przekroju neuronéw.

Fig. 11. Population of VIP-ir neurons in the period of observation (PO — 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 gestos¢ neuropilu zwigksza si¢ stopniowo.
Uwidacznia sig¢ coraz wigcej punktow immunoreaktywnych. Widoczne sa coraz
dtuzsze odcinki wyznakowanych wtékien nerwowych. Na ich przebiegu staja sig
widoczne drobne zylakowatosci. Poczynajac od grupy wiekowej P4 spotyka si¢
wyznakowane rozgatezienia. W grupie P60 gesto$¢ neuropilu osiaga charakter
spotykany u zwierzat dojrzatych (tab. 4). Neuropil tworza bardzo delikatne
wiékna oraz punkty immunoreaktywne. W grupach wiekowych P60 i P120 zna-
leziono zakonczenia aksonalne oraz witékna VIP-ir potozone na powierzchni
niewyznakowanych ciat komdrek nerwowych (ryc. 10).

Intensywno$¢ wyznakowania neuropilu jest najstabsza we wczesnym okresie
dojrzewania (grupy PO — P4) i wzrasta stopniowo w kolejnych grupach wieko-
wych (P7 — P21). Najwigksza intensywnos$¢ wyznakowania neuropilu obserwuje
si¢ w po uptywie czterech tygodni zycia zwierzgcia.

4.2. Ocena morfologiczna dojrzewania populacji neuronéw
zawierajacych biatka wiazace wapn w przedmurzu

4.2.1. Kalbindyna D28k

Neurony zawierajqce kalbindyne D28k

Neurony zawierajace kalbindyng D28k znajduja si¢ w przedmurzu szczura
juz w dniu urodzenia. W ciagu pierwszego tygodnia zycia (grupy PO — P7) ob-
serwuje si¢ neurony o mniejszej intensywnosci znakowania niz w starszych gru-
pach wiekowych (ryc. 12). Charakteryzuja si¢ one niewielka objgtoscia cytopla-
zmy, a takze poszerzonymi poczatkowymi odcinkami wypustek.

Ocena typoéw morfologicznych wskazuje na wystgpowanie neuronéw jedno-
i dwubiegunowych w grupie PO (tab. 5). W kolejnych grupach wiekowych
(P4 — P14) reprezentowane sa wszystkie typy morfologiczne, przy czym zmniej-
sza si¢ udzial neuronéw jednobiegunowych. Po uplywie trzech tygodni zycia
przewazaja neurony wielo- i dwubiegunowe.

Ocena ksztattéw neuronéw CB-ir wskazuje na przewazajacy udziat komérek
o ciatach owalnych i wrzecionowatych we wszystkich grupach wiekowych
(ryc. 13A). W mlodszych grupach (PO — P14) najliczniejsze sa neurony wrzecio-
nowate.
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Ryc. 12 Ciala komérek nerwowych (rzad gorny i Srodkowy) oraz neuropil (rzad dolny)
zawierajace CB (CB-ir) w przedmurzu szczura; owalne i wrzecionowate neurony
dwubiegunowe o niskiej intensywnosci znakowania (grupy PO i P4); intensywnie
wyznakowane neurony dwubiecgunowe, o ksztalcie wrzecionowatym (grupa P10);
neurony dwu- i wielobiegunowe, o zréznicowanych ksztaltach (grupy P21-P120);
nicliczne wldkna CB-ir oraz punkty immunorcaktywne (grupa P0); wzrost ggstosci
neuropilu w okresie obserwacji (grupy P28-P120). Dlugos$¢ skali = 20 pm.

Fig. 12 CB-ir neuronal cell bodies (superior and middle rows) and neuropil (inferior row)
in the rat claustrum; weakly stained bipolar neurons, of oval and fusiform cell bodies
(groups PO and P4); intensively stained bipolar neurons, of fusiform shapes (group P10);
bipolar and multipolar neurons of more differentiated shapes (groups P21-P120); single
CB-ir neuronal fibers and immunoreactive points (group P0); increase of neuropil density
during the period of observation (groups P28-P120). Scale bar = 20 um.
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Tab. 5. Ocena jakosciowa i poélilosciowa wybranych parametréw morfologicznych
neuronéw i neuropilu przedmurza zawierajacych kalbindyne D28k.

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

D28k.
Grupa | Biegunowo$¢ | Ggstose Intensywno$¢ Zylakowatosci Wyznakowane
wiekowa | neuronéw neuropilu znakowania | i punkty immuno- rozgalgzienia
neuropilu reaktywne
Age Neuronal Density Intensity Varicosities and | Immunoreactive
group polarity of neuropil of neuropil immunoreactive ramifications
staining points
PO 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 uptywie trzech tygodni zwigksza si¢ udzial neuronéw o ksztatcie owal-
nym. Ponadto, wystgpuja neurony reprezentujace pozostale ksztatty.

Ocena ggsto$ci numerycznej neuronéw CB-ir wykazuje charakterystyczny
przebieg w badanym okresie. W dwoch najmtodszych grupach wiekowych ge-
sto$¢ neuronéw CB-ir jest wysoka (ryc. 13B). W przedziale czasu obejmujacym
grupy P7 — P10 wystepuje spadek gestosci neuronéw CB-ir, po ktérym zaznacza
si¢ przejSciowy wzrost oraz osiagnigcie wartosci spotykanych u osobnikéw doj-
rzatych. Srednia warto$¢ gestosci numerycznej w tej populacji w catym badanym
okresie wynosi 37 £ 8 neuronéw na mm-.

Nie stwierdza si¢ zmian warto$ci $rednich pdl przekrojéw neuronéw CB-ir
w badanym okresie (ryc. 13C). Srednia warto$¢ pola przekroju neuronu w tej
populacji w catym badanym okresie wynosi 134,5 + 39,5 pum®.
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Ryc. 13. Populacja neuronéw CB-ir w okresie obserwacji (PO — P120):
(A) rozktad ksztalttéw neuronéw;

(B) $rednie wartos$ci gestosci numerycznej neurondéw;

(C) $rednie wielkosci pdl przekroju neuronéw.

Fig. 13. Population of CB-ir neurons in the period of observation (PO — 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 zawierajqcy kalbindyne D28k

W ciagu pierwszego tygodnia zycia zwierzecia neuropil CB-ir jest stabo
rozwinigty, jednak mozna wyr6zni¢ rzadko ulozone, do$¢ krétkie odcinki wy-
znakowanych widkien i niezbyt liczne ziarnistosci (ryc. 12). Spotyka si¢ nielicz-
ne, wyznakowane miejsca podziatu witdkien. Do konca pierwszego miesiaca
zycia (P10 — P28) zachodzi stopniowy wzrost gestosci neuropilu (tab. 5). Wi-
doczne sa fragmenty nieco grubszych widkien oraz coraz liczniejsze punkty im-
munoreaktywne. Po uplywie pierwszego miesigca zycia ggsto§¢ immunoreak-
tywnego neuropilu nie ulega dalszym zmianom i ma cechy spotykane u osobni-
kéw dorostych. Neuropil jest utworzony przez diugie, rozgal¢zione widkna
1 delikatne punkty immunoreaktywne. Intensywno$¢ znakowania neuropilu jest
wysoka juz w grupie wiekowej P10.

Calo$¢ zmian morfologicznych, obserwowanych w badanym okresie, pro-
wadzi do powstania dojrzalej populacji neuronéw oraz neuropilu CB-ir w grupie
wiekowej P28.

4.2.2. Kalretynina

Neurony zawierajqce kalretynine

W pierwszym tygodniu Zycia spotyka si¢ neurony CR-ir o poszerzonych po-
czatkowych odcinkach wypustek oraz o stosunkowo malej ilo$ci cytoplazmy
(ryc. 14). W kolejnych grupach wiekowych wystepuja neurony o wigkszej za-
wartosci cytoplazmy oraz bardziej wysmuktych poczatkowych odcinkach wypu-
stek.

Oceniajac typy morfologiczne neuronéw CR-ir stwierdza si¢ wystgpowanie
komérek jedno-, dwu- i wielobiegunowych w ciagu trzech pierwszych tygodni
zycia (tab. 6). Udzial poszczegdlnych typéw zmienia si¢ z wiekiem. Dojrzatosé
morfologiczna przejawiajaca si¢ stabilizacja udzialu typéw morfologicznych
neuronéw wielo- i dwubiegunowych jest osiagana po uplywie czterech tygodni
zycia.

Ocena ksztatltéw ciat neuronéw CR-ir wskazuje, ze w calym badanym okre-
sie najliczniej reprezentowane sa komoérki owalne i wrzecionowate (ryc. 15A).
Mniej liczne sa neurony o innych ksztattach cial komérkowych.

Ggstos¢ numeryczna neurondw CR-ir wzrasta w ciagu trzech pierwszych ty-
godni zycia (ryc. 15B). Nie wykazano istotnych zmian warto$ci tego parametru
w dalszym okresie obserwacji. Srednia warto$é¢ gesto$ci numerycznej w tej po-
pulacji w catym badanym okresie wynosi 34 + 10 neuronéw na mm>.
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Ryc. 14 Ciala komorek nerwowych (rzad goérny
1 sSrodkowy) oraz neuropil (rzad dolny) zawiera-
jace CR (CR-ir) w przedmurzu szczura; jedno-
biegunowe 1 dwubiegunowe neurony okragle
i owalne (grupy PO i P4); dwubiegunowe
neurony owalne 1 wrzecionowale o zrdznico-
wanej Intensywnosci wyznakowania (grupa
P21); neurony wielobiegunowe, o zroznico-
wanych ksztaltach (grupy P28-P120) ; wzrost
gestoscei neuropilu w okresie obserwacji (grupy P4-P120); wlokna CR-ir na powierzchni
niewyznakowanych komorek (P60a, P120b). Dlugos¢ skali = 20 um.

Fig. 14 CR-ir neuronal cell bodies (superior and middle rows) and neuropil (inferior row)
in the rat claustrum; unipolar and bipolar neurons, of round and oval bodies (groups PO and P4);
bipolar neurons of oval and fusiform shapes and differentiated intensity of staining (group P21);
multipolar neurons of differentiated shapes (groups P28-P120); increase of neuropil density
during the period of observation (groups P4-P120); CR-ir fibers on the surface of unlabeled
cells (P60a, P120b). Scale bar = 20 um.
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Tab. 6.

Tab. 6.

Ocena jako$ciowa i pétilosciowa wybranych parametréw morfologicznych neu-
ronéw i neuropilu przedmurza zawierajacych kalretyning.
Qualitative and semiquantitative assessment of the selected morphological
parameters of the claustral neurons and neuropil immunoreactive to calretinin.

Grupa | Biegunowo$¢ Ggstosé Intensywno$¢ Zylakowatoéci Wyznakowane
wiekowa neuronéw neuropilu znakowania | i punkty immuno- rozgaltezienia
neuropilu reaktywne
Age Neuronal Density Intensity Varicosities and Immunoreactive
group polarity of neuropil of neuropil immunoreactive ramifications
staining points
PO 1,2,3 + + + +
P4 2,1,3 + + + +
P7 2,1,3 + + + +
P10 2,31 + + + +
P14 2,3, 1 + + + +
P21 2,3, 1 + + + +
P28 3,2 ++ ++ + +
P60 3,2 ++ ++ + +
P120 3,2 ++ ++ + +

Nie stwierdzono zmian wartosci $rednich pdl przekrojow neuronéw CR-ir
w badanym okresie (ryc. 15C). Srednia warto$¢ pola przekroju neuronu w tej
populacji w catym badanym okresie wynosi 138,3 + 46,1 um®.

Neuropil zawierajqcy kalretyning

W grupach wiekowych PO i P4 neuropil jest bardzo stabo rozwinigty i ztozo-
ny przewaznie z bardzo nielicznych, wyznakowanych na krétkich odcinkach
widkien z zylakowato$ciami oraz z punktéw immunoreaktywnych (ryc. 14).
Miejsca podziatu widkien sq widoczne po raz pierwszy w grupie PO (tab. 6).
Gestos$¢ neuropilu zwigksza si¢ w okresie obserwacji. Jest ona najwigksza po
uplywie czwartego tygodnia zycia. Neuropil zbudowany jest z dtugich odcinkéw
wyznakowanych widkien, zawierajacych bardzo drobne zylakowatosci. W gru-
pach P60 i P120 napotkano dos¢ licznie wystgpujace zakonczenia aksonalne oraz
wiékna CR-ir na powierzchni niewyznakowanych neuronéw (ryc. 14). Inten-
sywnos$¢ znakowania neuropilu zawierajacego CR wzrasta w ciagu czterech
pierwszych tygodni zycia.

Zakonczenie zmian morfologicznych zwiazanych z dojrzewaniem tej popu-
lacji neuronéw ma miejsce po uptywie czwartego tygodnia zycia.
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Ryc. 15. Populacja neuronéw CR-ir w okresie obserwacji (PO — P120):

(A) rozktad ksztalttéw neuronéw;
(B) $rednie wartos$ci gesto$ci numerycznej neuronéw;
(C) $rednie wielkosci pdl przekroju neuronéw.

Fig. 15. Population of CR-ir neurons in the period of observation (PO — 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 zawierajqce parwalbuming

Neurony zawierajace parwalbuming pojawiaja si¢ w przedmurzu w 10 dniu
po urodzeniu. W grupach wiekowych P10 — P21 spotyka si¢ przewaznie neurony
o stosunkowo duzej zawarto$ci cytoplazmy, a takze o poszerzonych poczatko-
wych odcinkach wypustek (ryc. 16). W starszych grupach wiekowych neurony
PV-ir cechuja si¢ wigksza niz poprzednio objgtoscia cytoplazmy, a takze bardziej
wysmuklymi poczatkowymi odcinkami wypustek.

Ocena typéw morfologicznych neuronéw zawierajacych PV wskazuje na
przewage komoérek dwubiegunowych w drugim i trzecim tygodniu (grupy P10 —
P21; tab. 7). W dalszym okresie obserwacji (grupy P28 — P120) spotyka si¢ naj-
czg$ciej neurony wielo- lub dwubiegunowe.

W grupach P10 i P14 spotyka si¢ neurony o ksztattach ciat komérkowych
przewaznie owalnych, wrzecionowatych lub okragtych (ryc. 17A). Komorki
nerwowe o takich ksztattach dominuja w omawianej populacji podczas catego
okresu obserwacji. Ponadto, wraz z wiekiem, zaznacza si¢ wzrost udziatu neuro-
néw wielobocznych.

Gestos¢ neurondw PV-ir wzrasta w ciagu drugiego i trzeciego tygodnia zycia
zwierzgcia (ryc. 17B). Po uplywie trzech tygodni ggsto$¢ numeryczna osiaga
wartoéci spotykane u osobnikéw dojrzatych. Srednia warto$é gestosci nume-
ryczznej w tej populacji w calym badanym okresie wynosi 50 + 16 neuronéw na
mm".

Wyniki badania $rednich wartoéci pdl przekrojéw neuronéw PV-ir nie wy-
kazuja zmian w badanym okresie zycia zwierzecia (ryc. 17C). Srednia warto$é
pola przekroju neuronu w tej populacji w catym badanym okresie wynosi 148,4
+ 43,4 pm’.

Neuropil zawierajqcy parwalbuminge

W przedziale grup wiekowych PO — P7 nie stwierdza si¢ obecno$ci wyzna-
kowanego neuropilu. W grupie wiekowej P10 rzadko spotyka si¢ krotkie odcinki
wyznakowanych widkien i nieliczne punkty immunoreaktywne. W kolejnych
grupach wiekowych nastgpuje wzrost zaggszczenia neuropilu (ryc. 16; tab. 7).
Uwidaczniaja si¢ pojedyncze rozgal¢zienia widkien nerwowych. Dojrzaly
charakter uksztaltowania immunoreaktywny neuropil osiaga po uplywie pierw-
szego miesigca zycia. Wi6kna nerwowe sa wyznakowane na diuzszych odcin-
kach. Czgsciej obserwuje si¢ ich wyznakowane rozgatezienia. Sa to przewaznie
miejsca ich pierwszego, a nieco rzadziej drugiego podzialu. Zwracaja uwage
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zakonczenia aksonéw PV-ir oraz widkna nerwowe rozmieszczone wokot ciat
niewyznakowanych komérek w grupach P60 i P120 (ryc. 16).

Ryc. 16 Ciala komorek nerwowych (1zad
gorny 1 srodkowy) oraz neuropil (rzad dolny) §
zawierajace PV (PV-ir) w przedmurzu szczura;
neurony jedno- 1 dwubiegunowe, o owalnych
1 wrzecionowatych cialach komorkowych
(grupy P10 1 P14), wazrost zroznicowania
ksztaltow neuronow w dalszym okresie
obserwacii (grupy P21-P120); wzrost gestoscei
neuropilu w badanym okresie (grupy P60,
P120); wldkna PV-ir na powierzchni niewy-
znakowanych cial komoérek (P60a, P120b). Dlugos¢ skali =20 pum.

Iig. 16 PV-ir neuronal cell bodies (superior and middle rows) and neuropil (inferior row)
in the rat claustrum; unipolar and bipolar neurons of oval and fusiform cell bodies (groups
P10 and P14); increase of neuronal shapes differentiation in the further period of observation
(groups P21-P120),; increase of neuropil density in the period of observation (groups P60, P120);
PV-ir fibers localized on the surface of unlabeled cells (P60a, P120b). Scale bar = 20 um.
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Tab. 7. Ocena jakosciowa i poétlilosciowa wybranych parametréw morfologicznych
neuronéw i neuropilu przedmurza zawierajacych parwalbuming.

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

min.
Grupa | Biegunowo$¢ Gestose Intensywnos¢ Zylakowatosci Wyznakowane
wiekowa neuronéw neuropilu znakowania | i punkty immuno- rozgalgzienia
neuropilu reaktywne
Age Neuronal Density Intensity Varicosities and Immunoreactive
group polarity of neuropil of neuropil immunoreactive ramifications
staining points
PO - - -
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 kon-
ca po uplywie czterech tygodni zycia szczura.
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Ryc. 17. Populacja neuronéw PV-ir w okresie obserwacji (PO — P120):
(A) rozktad ksztalttéw neuronéw;

(B) $rednie wartos$ci gesto$ci numerycznej neurondéw;

(C) $rednie wielkosci pdl przekroju neuronéw.

Fig. 17. Population of PV-ir neurons in the period of observation (PO — 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 wynikéw dotyczacych wystepowania
neuropeptyd6éw oraz bialek wiazacych wapn w neuronach
przedmurza w okresie dojrzewania

Stosujac pojedyncze barwienia immunocytochemiczne wykazano obecno$¢
wszystkich trzech badanych neuropeptydéw w neuronach przedmurza, w okresie
dojrzewania (tab. 8). Spo$rdd trzech badanych biatek wiazacych waph, dwa —
kalbindyna D28k oraz kalretynina, wystgpuja w calym badanym okresie.
Parwalbumina pojawia si¢ w neuronach przedmurza dopiero w dziesiatym dniu
po urodzeniu.

Poréwnanie ggstosci numerycznych w badanych populacjach neuronéw wy-
kazuje zréznicowana dynamike ich dojrzewania. W przypadku neuronéw zawie-
rajacych badane neuropeptydy, wykazano wzrost ggsto$ci w populacjach NPY-
oraz VIP-ir, podczas gdy populacja neuronéw SOM-ir nie wykazuje istotnych
zmian gestosci w badanym okresie. W populacjach zawierajacych biatka wiazace
wapn stwierdzono wzrost gestosci neurondéw zawierajacych kalretyning oraz
parwalbuming. Ggsto$¢ neurondéw CB-ir wykazuje przejsciowe zmniejszenie
w drugim tygodniu zycia.

Poréwnanie $rednich warto$ci gestoSci numerycznej, w calym badanym
okresie, dla poszczegdlnych populacji, wykazuje istotna réznice migdzy ggsto-
Scig neuronéw zawierajacych somatostatyng, a ggstosciami neuronéw zawieraja-
cych wazoaktywny peptyd jelitowy, kalbindyng i kalretyning.

W najwcze$niejszym okresie dojrzewania przedmurza (grupy PO i P4) war-
tosci gestosci numerycznej neuronéw SOM-ir sa wigksze od odpowiednich war-
tosci gestosci neuronéw VIP-ir. W tym samym czasie wartosci ggstosci nume-
rycznej neuronéw CB-ir sa wyzsze od odpowiednich warto$ci gestosci w popu-
lacji neuronéw CR-ir. Ocena typéw morfologicznych we wszystkich populacjach
zawierajacych badane substancje wykazuje najwigkszy udziat komérek dwubie-
gunowych i wielobiegunowych. Sa to najczgéciej neurony o ksztattach owalnych
i wrzecionowatych.

Wzrost wartosci $rednich pdl przekrojow neurondéw, w okresie obserwacji,
wystepuje jedynie w populacji zawierajacej neuropeptyd Y. Srednie wartosci pSl
przekroju neuronéw w populacjach zawierajacych neuropeptydy oraz biatka
wigzace wapf, w calym badanym okresie, nie wykazuja istotnych réznic.
We wszystkich badanych populacjach stwierdzono wzrost ggstosci oraz inten-
sywnosci znakowania neuropilu w okresie dojrzewania przedmurza.
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Tab. 8.

Tab. 8.

nach przedmurza w okresie dojrzewania.
Occurrence of the studied neuropeptides and calcium binding proteins in the
claustral neurons during maturation.

Wystepowanie badanych neuropeptydéw oraz bialek wiazacych wapn w neuro-

Grupa | Neuropeptyd Y |Somatostatyna | Wazoaktywny | Kalbindyna | Kalretynina | Parwalbumina
wie- peptyd D28k
kowa jelitowy
Age |Neuropeptide Y| Somatostatin Vasoactive Calbindin | Calretinin | Parvalbumin
group intestinal D28k
peptide
PO o o o o o -
P4 o o o o o _
P7 o o o o o -
P10 o o o o o o
P14 o o o o o o
P21 o o o o o o
P28 ° . o ° ° °
P60 ° . ° ° ° °
P120 . ° ° ° ° °

Objasnienia oznaczen uzytych w tabelach:
(-) brak znakowania immunocytochemicznego neuronéw;
(o) obecno$¢ znakowania immunocytochemicznego;
(®) wystgpowanie cech dojrzatosci morfologicznej badanej populacji neuronéw przedmurza.

Explanations of the tables:
(=) lack of immunocytochemical staining of neurons;
(o) presence of immunocytochemical staining of neurons;
(®) occurrence of the features of morphological maturation in the studied population of claustral

neurons.

Podsumowujac, pelny obraz dojrzato$ci morfologicznej w zakresie uksztat-
towania ciat komérek nerwowych oraz neuropilu, w wigkszo$ci badanych popu-
lacji wystepuje po uptywie czterech tygodni zycia. W przypadku populacji neu-
ronéw zawierajacych wazoaktywny peptyd jelitowy, jest on obserwowany p6z-
niej (grupa P60).
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4.4. Kolokalizacja neuropeptydow z biatkami wigzacymi
wapn lub syntazg tlenku azotu w okresie dojrzewania
przedmurza

4.4.1. Kolokalizacje z udzialem neuropeptydu Y

Kolokalizacja neuropeptydu Y i kalbindyny D28k

Neurony zawierajqce neuropeptyd Y oraz kalbindyne D28k

Obecnos$¢ neuronéw podwdjnie znakowanych w tym typie kolokalizacji
stwierdzono po raz pierwszy w grupie P4 (ryc. 18; tab. 9).

W pierwszym i drugim tygodniu Zycia najliczniej wystgpuja neurony dwu-
1 jednobiegunowe. Po uptywie dwdch tygodni najczgSciej spotyka si¢ neurony
dwu- 1 wielobiegunowe. Taki rozktad typoéw morfologicznych wystepuje do
konca okresu obserwacji.

Ocena ksztaltéw neuronéw podwdjnie znakowanych wykazuje duze zrézni-
cowanie w okresie obserwacji (ryc. 19A). Najliczniej reprezentowane sa komor-
ki o ciatach owalnych i wrzecionowatych. Zwraca uwage¢ wzrost odsetka neuro-
néw wielobocznych.

W tym typie kolokalizacji obserwowany jest wzrost odsetka neuronéw po-
dwdjnie wyznakowanych (ryc. 19B). Trwa on do konca trzeciego tygodnia zycia
(P21), a nastgpnie warto$¢ odsetka neuronéw podwdjnie znakowanych stabilizu-
je si¢. Najwyzsza wartos¢ odsetka neuronéw podwdjnie wyznakowanych w ba-
danym okresie nie przekracza 32%. Odsetek neuronéw podwdjne znakowanych
stanowi maksymalnie do 47% wszystkich neuronéw NPY-ir oraz do 52%
wszystkich neuronéw CB-ir (ryc. 19C).

Srednie wartosci pSl przekrojéw neuronéw podwéjnie znakowanych nie wy-
kazuja wzrostu w badanym okresie obserwacji (ryc. 19D). Srednia warto$¢ pola
przekroju neuronu w tej populacji w catym badanym okresie wynosi 159,3 +
35,3 pm’.
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Tab. 9.

Tab. 9.

Ocena jakosciowa i potilosciowa wybranych parametréw morfologicznych
neuronéw i neuropilu przedmurza wykazujacych kolokalizacjg NPY/CB.

Qualitative and semiquantitative assessment of the selected morphological
parameters of the claustral neurons and neuropil revealing colocalization

NPY/CB.
Grupa | Kolokalizacja | Bieguno- Ggstosé Intensyw- | Zylakowatosci | Wyznako-
wieko- w ciatach wos¢ neuropilu nos¢ zna- i punkty wane
wa neuronow neuronéw kowania immuno- rozgalgzienia
neuropilu reaktywne
Age Colocalization | Neuronal | Density of | Intensity of | Varicosities Immuno-
group in neuronal polarity neuropil neuropil and immuno- reactive
bodies staining reactive points | ramifications
PO - - - -
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 + ++ + +

Objasnienia oznaczen uzytych w tabelach:
Kolokalizacja: (—) brak kolokalizacji, (+) obecna kolokalizacja.
Biegunowos¢ neuronéw: (1) — jednobiegunowe, (2) — dwubiegunowe, (3) — wielobiegunowe.

Ggsto$¢ neuropilu: (—) brak wyznakowania neuropilu, (+) niska ggsto$¢ neuropilu, (++) wysoka
gestosé, dobrze rozwinigty neuropil.
Intensywno$¢ znakowania neuropilu: (+) niska intensywnos$¢, (++) wysoka intensywno$¢ znako-

wania.

Zylakowatoéci i punkty immunoreaktywne: (-) niewidoczne, (+) obecne.
Wyznakowane rozgalgzienia widkien 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) rozktad ksztattéw neuronéw NPY/CB-ir; (B) $rednie warto$ci wspétczynnika
kolokalizacji w populacji neuronéw 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. (ciag dalszy) Kolokalizacja NPY i CB (NPY/CB) w neuronach przedmurza
w okresie obserwacji: (C) wartosci stosunku liczby neuronéw podwdéjnie znakowanych
NPY/CB do wszystkich pojedynczo znakowanych neuronéw NPY- oraz CB-ir; (D) $red-
nie wielkosci p6l przekroju neuronéw 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 zawierajqcy neuropeptyd Y oraz kalbindyne D28k

Podwdjnie znakowane wtékna w tym typie kolokalizacji pojawiaja sig dopie-
ro po uptywie dwdch tygodni po urodzeniu (ryc. 18).

Gesto$¢ podwdjnie wyznakowanego neuropilu jest niewielka i nie zmienia
si¢ w okresie obserwacji (tab. 9). Widoczne sa bardzo cienkie, podwdjnie zna-
kowane widkna. Miejsca podzialu widkien nerwowych w tym typie kolokalizacji
staja si¢ widoczne po uptywie trzech tygodni. Do$¢ liczne sa podwdjnie wyzna-
kowane punkty immunoreaktywne. Maksymalna intensywnos$¢ znakowania neu-
ropilu wystepuje w grupie P21.

Kolokalizacja neuropeptydu Y i kalretyniny

Neurony zawierajqce neuropeptyd Y oraz kalretynine

Wystgpowanie obu badanych substancji w cialach komérek nerwowych
przedmurza stwierdzono po raz pierwszy w grupie wiekowej P7 (ryc. 20;
tab. 10).

Ocena zréznicowania typow morfologicznych neuronéw wskazuje na wyste-
powanie komorek jedno-, dwu- i wielobiegunowych w drugim i trzecim tygo-
dniu zycia. W pdézniejszym okresie spotyka si¢ najcze$ciej neurony dwu- i wie-
lobiegunowe.

Ocena ksztattow cial komérek nerwowych wskazuje na ich duze zr6znico-
wanie i brak zdecydowanej dominacji neuronéw o okre$lonym ksztalcie w bada-
nej populacji (ryc. 21A). W grupie wiekowej P7 zaobserwowano jedynie neuro-
ny owalne i wrzecionowate. W kolejnych grupach wiekowych wzrasta zrézni-
cowanie ksztattéw neuronéw, jednak najliczniej reprezentowane sa nadal neuro-
ny owalne oraz wrzecionowate.

Kolokalizacja NPY/CR jest bardzo nieliczna. Wspétczynnik kolokalizacji
osiaga maksymalng warto$¢ 9,5% w badanym okresie (ryc. 21B). Wartos$¢ tego
wspotczynnika wzrasta w okresie obserwacji. Neurony podwdéjnie znakowane
stanowia maksymalnie do 14% wszystkich neuronéw NPY-ir oraz do 22%
wszystkich neuronéw CR-ir (ryc. 21C).

Srednie wartosci péSl przekrojéw neuronéw podwdijnie wyznakowanych nie
wykazuja istotnych réznic w badanym okresie (ryc. 21D). Srednia warto$¢ pola
przekroju neuronu w tej populacji w calym badanym okresie wynosi 144,8 +
37,8 pm™.
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Tab. 10. Ocena jakosciowa i poétilosSciowa wybranych parametréw morfologicznych
neuronéw i neuropilu przedmurza wykazujacych 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 | Kolokalizacja | Bieguno- | Ggstos¢ Intensyw- | Zylakowatosci | Wyznako-
wieko- w ciatach wos¢ neuropilu nos$¢ zna- i punkty wane

wa neuronéw neuronéw kowania immuno- rozgalgzienia

neuropilu reaktywne

Age Colocalization | Neuronal | Density of | Intensity of | Varicosities Immuno-

group in neuronal polarity neuropil neuropil and immuno- reactive
bodies staining reactive points | ramifications

PO - - - -

P4 - - - -

pP7 + 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 zawierajqcy neuropeptyd Y oraz kalretyning

Podwojnie wyznakowane widkna w tym typie kolokalizacji sa bardzo nie-

liczne i zostaly zaobserwowane w grupie P14 (tab. 10).

Gestos¢ podwdjnie wyznakowanego neuropilu jest niewielka i nie ulega
zmianie w okresie obserwacji. Widoczne sg bardzo krétkie odcinki podwdjnie
wyznakowanych widkien nerwowych oraz nieliczne punkty immunoreaktywne
(ryc. 20). Miejsca ich podziatu sa bardzo nieliczne i pojawiaja si¢ w grupie wie-
kowej P21.

Intensywno$¢ znakowania neuropilu w tym typie kolokalizacji wzrasta

w ciagu pierwszych czterech tygodni Zycia.
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Ryc. 21. Kolokalizacja NPY i CR (NPY/CR) w neuronach przedmurza w okresie obser-
wacji: (A) rozktad ksztattéw neuronéw NPY/CR-ir; (B) $rednie warto$ci wspotczynnika
kolokalizacji w populacji neuronéw 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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Ryc. 21. (ciag dalszy) Kolokalizacja NPY i CR (NPY/CR) w neuronach przedmurza
w okresie obserwacji: (C) wartosci stosunku liczby neuronéw podwdéjnie znakowanych
NPY/CR do wszystkich pojedynczo znakowanych neuronéw NPY- oraz CR-ir;
(D) $rednie wielkosci pdl przekroju neuronéw 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 zawierajqce neuropeptyd Y oraz parwalbumine

Neurony podwdjnie znakowane w tym typie kolokalizacji pojawiaja si¢ do-
piero w grupie wiekowej P14 (ryc. 22; tab. 11).

W grupie wiekowej P14 wystepuja wszystkie typy morfologiczne neuronéw.
W kolejnych grupach przewazaja neurony wielo- i dwubiegunowe.

Ocena ksztaltéw neurondéw wykazuje duze zréznicowanie w omawianej po-
pulacji. Przewazaja komoérki owalne 1 wrzecionowate (ryc. 23A), przy czym
udzial tych ostatnich zwigksza si¢ w badanym okresie. Licznie reprezentowane
sa pozostate ksztatty ciat komérek nerwowych.

Warto$¢ wspotczynnika kolokalizacji w omawianym typie w ciggu badanego
okresu sigga 9% (ryc. 23B). Nie stwierdza sig¢ istotnych zmian wartosci tego
wspotczynnika w badanym okresie.

Maksymalna warto$¢ stosunku neuronéw podwdjnie znakowanych NPY/PV
do wszystkich neuronéw NPY-ir wynosi 15%, a odpowiednia warto$¢ stosunku
do wszystkich neuronéw PV-ir wynosi 14% (ryc. 23C).

Nie stwierdzono réznic migdzy $rednimi warto$ciami p6l przekrojéw neuro-
néw podwdéjnie wyznakowanych w badanym okresie (ryc. 23D). Srednia warto$é
pola przekroju neuronu w tej populacji w catym badanym okresie wynosi 175,5
+42.3 um’.

Neuropil zawierajqcy neuropeptyd Y oraz parwalbuming

Po uptywie drugiego tygodnia zycia (P14) pojawiaja si¢ podwdjnie znako-
wane widkna, widoczne na krétkich odcinkach, z nielicznymi rozgatezieniami
oraz nieliczne punkty immunoreaktywne (ryc. 22). W starszych grupach wieko-
wych (P60 i P120) podwdjnie wyznakowane fragmenty widkien nerwowych sa
nieco dtuzsze.

Gestos¢ podwojnie znakowanego neuropilu jest niewielka i nie zmienia sig
w trakcie dojrzewania (tab. 11). Intensywno$¢ znakowania neuropilu w omawia-
nym typie kolokalizacji wzrasta w ciggu pierwszych czterech tygodni zycia.
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Tab. 11. Ocena jakosciowa i poétilosSciowa wybranych parametréw morfologicznych
neuronéw i neuropilu przedmurza wykazujacych kolokalizacjg NPY/PV.

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

NPY/PV.
Grupa | Kolokalizacja | Bieguno- Ggstose Intensyw- | Zylakowatosci | Wyznako-
wieko- w ciatach wos¢é neuropilu no$¢ zna- i punkty wane
wa neuronéw neuronéw kowania immuno- rozgalgzienia
neuropilu reaktywne
Age Colocalization | Neuronal | Density of | Intensity of | Varicosities Immuno-
group in neuronal polarity neuropil neuropil and immuno- reactive
bodies staining reactive points | ramifications
PO - - - -
P4 - - - -
P7 - - - -
P10 - - - -
P14 + 2,3,1 + + + +
P21 + 3,2 + + + +
P28 + 3,2 + ++ + +
P60 + 3,2 + ++ + +
P120 + 3,2 + ++ + +




76 Wyniki

O wieloboczne
B O tréjkatne
100% @ wrzecionowate
E owalne
80% - M okragtle
2
2 60% -
8 (%
=
(0]
< 40% -
20% -
0% T T T T
PO P4 P7 P10 P14 P21 P28 P60 PI120
grupy wiekowe
(A)
100% -
80% -
2
= 60% -
e
3
= 40% -
IS
20% -
0% T T T T i_l_i_l_-_l_i_l_i_\
PO P4 P7 PI0O P14 P21 P28 P60 PI120
grupy wiekowe

B)

Ryc. 23. Kolokalizacja NPY i PV (NPY/PV) w neuronach przedmurza w okresie obser-
wacji: (A) rozktad ksztattéw neuronéw NPY/PV-ir; (B) Srednie warto$ci wspoétczynnika
kolokalizacji w populacji neuronéw 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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Ryc. 23. (ciag dalszy) Kolokalizacja NPY i PV (NPY/PV) w neuronach przedmurza
w okresie obserwacji: (C) warto$ci stosunku liczby neuronéw podwdjnie znakowanych
NPY/PV do wszystkich pojedynczo znakowanych neuronéw NPY- oraz PV-ir; (D) $red-
nie wielkosci p6l przekroju neuronéw 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.
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Kolokalizacja neuropeptydu Y i syntazy tlenku azotu

Neurony zawierajqce neuropeptyd Y oraz syntaze tlenku azotu

Neurony podwoéjnie znakowane wykazujace obecno$¢ tej kolokalizacji wi-
doczne sa w przedmurzu przez caly okres obserwacji (ryc. 24; tab. 12).

We wszystkich grupach wiekowych przewazaja neurony dwubiegunowe.
W grupach wiekowych PO — P10 sa obecne neurony reprezentujace wszystkie
typy morfologiczne. Po uptywie dwdéch tygodni zycia najczg$ciej spotyka si¢
neurony dwu- i wielobiegunowe.

Pod wzgledem ksztaltow cial komérek nerwowych w catym badanym okre-
sie zaznacza si¢ przewaga neurondéw owalnych i wrzecionowatych (ryc. 25A).
Ponadto, wzrasta udziat neuronéw wielobocznych.

Tab. 12. Ocena jakosciowa i poélilosciowa wybranych parametréw morfologicznych
neuronéw i neuropilu przedmurza wykazujacych kolokalizacjg¢ NPY/NOS.

Tab. 12. Qualitative and semiquantitative assessment of the selected morphological
parameters of the claustral neurons and neuropil revealing colocalization

NPY/NOS.
Grupa | Kolokalizacja | Bieguno- Ggstosé Intensyw- | Zylakowatoéci | Wyznako-
wieko- w ciatach wos¢ neuropilu | no$¢ zna- i punkty wane
wa neuronéw neuronéw kowania immuno- rozgalezienia
neuropilu reaktywne
Age Colocalization| Neuronal | Density of | Intensity of Varicosities Immuno-
group in neuronal polarity neuropil neuropil and immuno- reactive
bodies staining reactive points | ramifications
PO + 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) rozktad ksztattéw neuronéw NPY/NOS-ir; (B) $rednie warto$ci wspot-
czynnika kolokalizacji w populacji neuroné6w 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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Ryc. 25. (ciag dalszy) Kolokalizacja NPY i NOS (NPY/NOS) w neuronach przedmurza
w okresie obserwacji: (C) warto$ci stosunku liczby neuronéw podwdjnie znakowanych
NPY/NOS do wszystkich pojedynczo znakowanych neuronéw NPY- oraz NOS-ir;
(D) $rednie wielkosci pdl przekroju neuronéw 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 wystgpuje wzrost wartos$ci wspotczynnika
kolokalizacji w ciagu pierwszych czterech dni zycia (grupy PO, P4; ryc. 25B).
Maksymalna warto§¢ wspdétczynnika kolokalizacji w badanym okresie jest wy-
soka i wynosi 65%. Warto§¢ odsetka neuronéw podwdjnie wyznakowanych
w stosunku do wszystkich neuronéw NPY-ir sigga 67%. W stosunku do wszyst-
kich neuronéw NOS-ir warto$¢ odsetka neuronéw podwdjnie znakowanych
osiaga 95% (ryc. 25C).

Srednie warto$ci pél przekroju neuronéw podwéijnie znakowanych wzrasta-
ja, osiagajac maksimum w grupie P14 (ryc. 25D). Srednia warto$¢ pola przekro-
ju neuronu w tej populacji w catym badanym okresie wynosi 181,9 + 48,1 um®.

Neuropil zawierajqcy neuropeptyd Y oraz syntaze tlenku azotu

Podwojnie wyznakowane fragmenty widkien oraz ich rozgatgzienia obser-
wuje si¢ juz w grupie PO (ryc. 24). Gestos¢ podwdjnie wyznakowanych widkien
nerwowych oraz punktéw immunoreaktywnych jest wysoka w ciagu calego
okresu obserwacji (tab. 12). Sq widoczne diugie odcinki grubych, podwdjnie
wyznakowanych widkien, z liczniejszymi miejscami podziatu, a takze liczne
punkty immunoreaktywne.

Intensywno$¢ znakowania neuropilu wzrasta w ciagu pierwszych trzech ty-
godni zycia.

4.4.2. Kolokalizacje z udzialem somatostatyny
Kolokalizacja somatostatyny i kalbindyny D28k

Neurony zawierajqce somatostatyne i kalbindyne D28k

Podwdjnie wyznakowane neurony w tej populacji zaobserwowano po raz
pierwszy w grupie wickowej P7.

Oceniajac typy morfologiczne neurondw wykazano w grupach wiekowych
P7 oraz P10 obecno$¢ komérek jedno-, dwu- i wielobiegunowych (ryc. 26; tab.
13). W dalszym okresie dojrzewania spotyka si¢ przede wszystkim neurony
dwu- i wielobiegunowe. Ostateczne uksztaltowanie typoéw morfologicznych
w tej populacji zachodzi po uplywie czterech tygodni zycia, kiedy zaznacza si¢
przewaga neuronéw wielobiegunowych.

W omawianym typie kolokalizacji, we wszystkich grupach wiekowych,
przewazaja neurony o ksztalcie owalnym i wrzecionowatym (ryc. 27A). Neurony
o innych ksztattach stanowia niewielki odsetek tej populacji.
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W badanym okresie obserwuje si¢ wzrost wartosci wspoétczynnika kolokali-
zacji (ryc. 27B). Najwyzsza jego warto$§¢ wynosi 31%. Odsetek neuronéw po-
dwdjnie znakowanych osiaga maksymalna warto$¢ 50% wszystkich neuronéw
SOM-ir, a jednocze$nie 46% neuronéw CB-ir (ryc. 27C).

Nie stwierdza si¢ r6znic pomiedzy warto$ciami Srednich pdl przekrojow neu-
ronéw podwdéjnie znakowanych w badanym okresie (ryc. 27D). Srednia warto$é
pola przekroju neuronu w tej populacji w catym badanym okresie wynosi 156,8
+39,7 um’.

Neuropil zawierajqcy somatostatyne i kalbindyne D28k

Podwdjnie wyznakowane, krétkie fragmenty widkien nerwowych pojawiaja
si¢ w grupie wiekowej P10 (ryc. 26; tab. 13). Do$¢ rzadko obserwuje si¢ miejsca
podziatléw wyznakowanych wtékien. Niezbyt licznie wystepuja punkty immuno-
reaktywne. Gegsto$¢ podwdjnie wyznakowanego neuropilu jest niewielka w ca-
tym badanym okresie dojrzewania.

Tab. 13. Ocena jakosciowa i poétlilosciowa wybranych parametréw morfologicznych
neuronéw i neuropilu przedmurza wykazujacych kolokalizacje SOM/CB.

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

SOM/CB.
Grupa | Kolokalizacja | Bieguno- Ggstos¢ Intensyw- | Zylakowatosci Wyznako-
wieko- w ciatach wos¢ neuropilu no$¢ zna- i punkty wane
wa neuronéw neuronéw kowania immuno- rozgalgzienia
neuropilu reaktywne
Age Colocalization | Neuronal | Density of | Intensity of | Varicosities Immuno-
group in neuronal polarity neuropil neuropil and immuno- reactive
bodies staining reactive points | ramifications
PO - - - -
P4 - - - -
pP7 + 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) rozklad ksztattéw neuronéw SOM/CB-ir; (B) $rednie warto$ci wspéiczyn-
nika kolokalizacji w populacji neuronéw 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. (ciag dalszy) Kolokalizacja SOM i CB (SOM/CB) w neuronach przedmurza
w okresie obserwacji: (C) warto$ci stosunku liczby neuronéw podwdéjnie znakowanych
SOM/CB do wszystkich pojedynczo znakowanych neuronéw SOM- oraz CB-ir;
(D) $rednie wielkosci pdl przekroju neuronéw 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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Intensywnos¢ znakowania neuropilu jest umiarkowana w momencie poja-
wienia si¢ kolokalizacji (P10) i wzrasta do konca czwartego tygodnia zycia zwie-
rzecia.

Kolokalizacja somatostatyny i syntazy tlenku azotu

Neurony zawierajqce somatostatyne i syntaze tlenku azotu

Podwéjnie wyznakowane neurony w tym typie kolokalizacji widoczne sg we
wszystkich grupach wiekowych (tab. 14; ryc. 28).

Oceniajac typy morfologiczne stwierdzono przewage neuronéw dwubiegu-
nowych w catym badanym okresie. W drugim tygodniu zycia w tej populacji
wystepuja wszystkie typy morfologiczne neuronéw. W dalszym okresie dojrze-
wania spotyka si¢ najczesciej neurony dwu- i wielobiegunowe.

W omawianym typie kolokalizacji zaznacza si¢ zréznicowanie ksztattéw
neuronéw podwdjnie znakowanych. W pierwszym tygodniu Zycia spotyka sig
najczg¢sciej neurony wrzecionowate i owalne (ryc. 29A). Poczynajac od 10 dnia
po urodzeniu pojawia si¢ coraz wigcej neurondw wielobocznych. Neurony repre-
zentujace trzy wymienione wyzej ksztalty dominuja w kolejnych grupach wie-
kowych, do konca okresu obserwacji.

Wartosci wspéiczynnika kolokalizacji nie wykazuja istotnych zmian
w badanym okresie (ryc. 29B). Najwyzsza warto$¢ odsetka neuronéw podwdjnie
wyznakowanych w tym typie kolokalizacji wynosi 39%. W okresie obserwacji
odsetek neuronéw podwdjnie wyznakowanych SOM/NOS osiagga maksymalna
warto$¢ do 49% wszystkich neuronéw SOM-ir, a jednoczesnie neurony podwdj-
nie znakowane stanowia maksymalnie do 91% wszystkich neuronéw NOS-ir
(ryc. 29C).

Srednie wartosci pél przekrojéw neuronéw podwéjnie wyznakowanych nie
wykazuja istotnych réznic w badanym okresie (ryc. 29D). Srednia warto$¢ pola
przekroju neuronu w tej populacji w calym badanym okresie wynosi 140,6 +
36,6 pm’.

Neuropil zawierajgcy somatostatyne i syntaze tlenku azotu

Podwdjnie znakowane wiékna oraz punkty immunoreaktywne w tym typie
kolokalizacji widoczne sa w ciagu catego okresu obserwacji (tab. 14; ryc. 28).
Jednak ggsto$¢ podwdjnie wyznakowanego neuropilu jest niewielka. Widoczne
sa fragmenty widkien o zréznicowanej dlugosci, z zylakowatosciami. We
wszystkich grupach wiekowych mozna znalez¢ wyznakowane miejsca podziatu
widkien nerwowych.

Intensywnos¢ znakowania neuropilu w tym typie kolokalizacji wzrasta
w ciagu pierwszych dwdéch tygodni od urodzenia szczura.
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Tab. 14. Ocena jakosciowa i poétlilosciowa wybranych parametréw morfologicznych
neuronéw i neuropilu przedmurza wykazujacych kolokalizacje SOM/NOS.

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

SOM/NOS.
Grupa | Kolokalizacja | Bieguno- Ggstose Intensyw- | Zylakowatosci | Wyznako-
wieko- w ciatach wos¢é neuropilu no$¢ zna- i punkty wane
wa neuronéw neuronéw kowania immuno- rozgaltezienia
neuropilu reaktywne
Age Colocalization | Neuronal | Density of | Intensity of | Varicosities Immuno-
group in neuronal polarity neuropil neuropil and immuno- reactive
bodies staining reactive points | ramifications
PO + 2,1 + + + +
P4 + 2,1 + + + +
P7 + 2,1 + + + +
P10 + 2,1,3 + + + +
P14 + 2,31 + ++ + +
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) rozktad ksztattéw neuronéw SOM/NOS-ir; (B) $rednie wartosci wspot-
czynnika kolokalizacji w populacji neuronéw 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.
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Ryc. 29. (ciag dalszy) Kolokalizacja SOM i NOS (SOM/NOS) w neuronach przedmurza
w okresie obserwacji: (C) warto$ci stosunku liczby neuronéw podwdjnie znakowanych
SOM/NOS do wszystkich pojedynczo znakowanych neuronéw SOM- oraz NOS-ir;
(D) $rednie wielkosci pdl przekroju neuronéw 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 udzialem wazoaktywnego peptydu jelitowego
Kolokalizacja wazoaktywnego peptydu jelitowego i kalretyniny

Neurony zawierajqce wazoaktywny peptyd jelitowy i kalretyning

Podwdjnie wyznakowane neurony VIP/CR-ir wystepuja w calym badanym
okresie dojrzewania (tab. 15; ryc. 30).

W przedziale grup wiekowych PO — P10 spotyka si¢ przewaznie neurony
jedno- i dwubiegunowe. W pdzZniejszym okresie czasu najliczniej wystepuja
neurony dwu- oraz wielobiegunowe.

Pod wzgledem zréznicowania ksztattow cial komérek nerwowych omawiana
populacja wykazuje przewage neuronéw owalnych 1 wrzecionowatych w catym
badanym okresie (ryc. 31A). Zréznicowanie ksztattow komorek nerwowych
zwigksza si¢ w drugim tygodniu zycia.

W okresie obserwacji stwierdza si¢ wzrost wartos$ci wspoétczynnika kolokali-
zacji (ryc. 31B). Najwyzsza warto$¢ wspoétczynnika kolokalizacji wynosi 51%.
W tym typie kolokalizacji odsetek neuronéw podwdjnie znakowanych, w sto-
sunku do wszystkich neuronéw VIP-ir, stanowi maksymalnie 71%, a w stosunku
do wszystkich neuronéw CR-ir, stanowi maksymalnie 75% (ryc. 31C).

Nie stwierdza si¢ istotnych réznic pomigdzy wartosciami $rednich pdl prze-
kroju neuronéw podwdjnie wyznakowanych w badanym okresie (ryc. 31D).
Srednia warto$é pola przekroju neuronu w tej populacji w calym badanym okre-
sie wynosi 127,0 + 27,1 um®.

Neuropil zawierajqcy wazoaktywny peptyd jelitowy i kalretynine

Pierwsze i nieliczne, podwdjnie wyznakowane widkna VIP/CR-ir pojawiaja
si¢ w czwartym dniu po urodzeniu (ryc. 30). Nielicznie wystgpuja podwdjnie
wyznakowane punkty immunoreaktywne. Ggstos¢ podwdjnie wyznakowanego
neuropilu w badanym okresie jest bardzo niska (tab. 15). Wraz z wiekiem zwigk-
sza si¢ nieznacznie dlugo$¢ wyznakowanych podwoéjnie fragmentéw widkien
nerwowych. Podwdjnie znakowane rozgatgzienia widkien staja si¢ widoczne po
uptywie dwoch tygodni.

Intensywnos$¢ znakowania neuropilu wzrasta bardzo nieznacznie w ciagu
pierwszych trzech tygodni zycia zwierzgcia.
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Tab. 15. Ocena jakosciowa i poétlilosciowa wybranych parametréw morfologicznych
neuronéw i neuropilu przedmurza wykazujacych 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 | Kolokalizacja | Bieguno- | Ggstos$¢ Intensyw- Zylakowatoéci Wyznako-
wieko- w ciatach wos¢ neuropilu nos¢ zna- i punkty wane
wa neuronéw neuronéw kowania immuno- rozgalgzienia
neuropilu reaktywne
Age | Colocalization | Neuronal | Density of | Intensity of Varicosities Immuno-
group | in neuronal polarity neuropil neuropil and immuno- reactive
bodies staining reactive points | ramifications
PO + 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) rozktad ksztattéw neuronéw VIP/CR-ir; (B) $rednie wartosci wspoétczynnika
kolokalizacji w populacji neuronéw 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. (ciag dalszy) Kolokalizacja VIP i CR (VIP/CR) w neuronach przedmurza
w okresie obserwacji: (C) warto$ci stosunku liczby neuronéw podwdjnie znakowanych
VIP/CR do wszystkich pojedynczo znakowanych neuronéw VIP- oraz CR-ir; (D) $rednie
wielkosci p6l przekroju neuronéw 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 wynikéw dotyczacych kolokalizacji
neuropeptydow z bialkami wiazacymi wapn lub syntaza
tlenku azotu w okresie dojrzewania przedmurza

Populacja neuronéw przedmurza zawierajaca badane neuropeptydy jest
zréznicowana ze wzgledu na swa charakterystyke immunocytochemiczna, wyka-
zujac kolokalizacj¢ z badanymi biatkami wiazacymi wapn lub syntaza tlenku
azotu. Stwierdzono obecno$¢ kolokalizacji neuropeptydu Y z trzema biatkami
wiazacymi wapn: kalbindyna D28k, kalretynina, oraz parwalbumina, a takze
z syntaza tlenku azotu. W neuronach zawierajacych somatostatyng wykazano jej
kolokalizacje¢ z kalbindyng D28k lub z syntaza tlenku azotu. Ponadto, wazoak-
tywny peptyd jelitowy wykazuje kolokalizacj¢ z kalretynina.

Pojawienie si¢ poszczegdlnych typéw kolokalizacji w neuronach przedmurza
przypada na rézne etapy dojrzewania. W dniu urodzenia (PO) w neuronach
przedmurza stwierdza si¢ obecno$¢ kolokalizacji NPY/NOS, SOM/NOS oraz
VIP/CR (tab. 16). Kolokalizacja NPY/CB jest obserwowana poczynajac od
czwartego dnia po urodzeniu. Po uplywie tygodnia pojawiaja si¢ kolokalizacje
NPY/CR oraz SOM/CB. Po uptywie dwéch tygodni spotyka si¢ kolokalizacje
NPY/PV.

W badanym okresie stwierdzono wzrost wartosci odsetka neuronéw po-
dwdjnie 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 neuronéw po-
dwdjnie znakowanych w przypadku kolokalizacji NPY/PV oraz SOM/NOS.

Wielko$¢ kolokalizacji jest zréznicowana. Najwyzsze wartosci udziatéw
neuronéw podwdjnie znakowanych stwierdzono w przypadku typéw kolokaliza-
cji: NPY/NOS (65%) VIP/CR (51%) oraz SOM/NOS (39%). Nizsze warto$ci
wykazuja kolokalizacje: NPY/CB (32%), SOM/CB (31%). Najnizsze wartosci
stwierdzono w przypadku kolokalizacji: NPY/CR (9,5%), NPY/PV (9%).

Ocena typéw morfologicznych neuronéw podwdéjnie znakowanych wskazuje
na przewage komoérek dwubiegunowych. Jedynie w przypadku kolokalizacji
NPY/PV oraz SOM/CB w okresie dojrzewania przewage zdobywaja komorki
wielobiegunowe.

We wszystkich typach kolokalizacji stwierdza si¢ znaczne zréznicowanie
ksztaltéw ciat komérek nerwowych, z duzym udzialem neuronéw owalnych
i wrzecionowatych.

Wzrost warto$ci $rednich pdl przekrojéw neuronéw w okresie obserwacji
stwierdzono w przypadku populacji neuronéw NPY/NOS-ir. Srednie warto$ci
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pdl przekroju neuronéw podwdéjnie znakowanych we wszystkich typach koloka-
lizacji, w catym badanym okresie, nie wykazuja istotnych réznic.

Tab. 16. Wystgpowanie kolokalizacji neuropeptydéw z biatkami wiazacymi wapn lub
syntaza 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.

Grupa Kolokalizacje
wiekowa Kolokalizacje NPY Kolokalizacje SOM VIP
Colocalizations of NPY Colocalizations of SOM Colocalizations

Age of VIP
group NPY/CB NPY/CR | NPY/PV NPY/NOS SOM/CB SOM/NOS VIP/CR

PO - - - o - o o

P4 o - — o — o o

P7 o o - o o o o

P10 o o — o o o o

P14 o o o o o o o

P21 ° o o ° o ° °

P28 ° . ° ° ° ° °

P60 . . . . ° . .
P120 . ° ° ° ° ° °

Objasnienia oznaczen uzytych w tabeli:

(=) — brak podwdjnego znakowania immunocytochemicznego neuronéw;

(o) — obecnos¢ podwdjnego znakowania immunocytochemicznego;

(o) — wystgpowanie cech dojrzatosci morfologicznej w badanej populacji podwdjnie znakowa-
nych neuronéw przedmurza.

Explanations of the table:

(=) — lack of double immunocytochemical staining of neurons;

(o) — 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 podwdjnie wyznakowanego neuropilu wykazuje nie-
wielka jego ggstos¢ w okresie dojrzewania oraz wzrastajaca intensywnos¢ zna-
kowania.

Podsumowujac, obraz petnej dojrzatosci morfologicznej populacji podwdéjnie
znakowanych neuronéw oraz neuropilu jest osiagany po uptywie trzech lub czte-
rech tygodni, w zaleznos$ci od typu kolokalizacji.
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4.6. Ocena dojrzewania populacji neuronéw projekcyjnych
przedmurza w oparciu o metod¢ wstecznego transportu
aksonalnego

Rozmieszczenie neuronow projekcyjnych w przedmurzu

Po podaniu znacznika fluorescencyjnego do kory somatosensorycznej, wy-
znakowane wstecznie neurony wystepuja w obrgbie somatosensorcznej strefy
projekcyjnej przedmurza. Zaggszczenie neurondéw projekcyjnych jest najwigksze
w grzbietowej czgSci badanej struktury (ryc. 32). Taki wzorzec rozmieszczenia
neurondéw projekcyjnych pojawia si¢ juz w grupie wiekowej P7 i utrzymuje
w catlym okresie obserwacji.

Analizujac rozmieszczenie neuronéw projekcyjnych wzdtuz osi przednio-
tylnej przedmurza stwierdzono, Zze neurony te widoczne sa na catej dtugosci ba-
danej struktury. Wzgledem osi poprzecznej neurony projekcyjne rozmieszczone
sa rownomiernie. Podobny wzorzec rozmieszczenia neurondw projekcyjnych
zaobserwowano we wszystkich grupach wiekowych.

Wartoséci odsetka neuronéw wyznakowanych, potozonych na pojedynczym
preparacie, wzrastaja w tylnej cze¢sci przedmurza (ryc. 33A). Maksymalne warto-
$ci osiagane sa w przedziale zawartym pomigdzy 60%, a 100% dlugosci badanej
struktury. Nie stwierdzono istotnych réznic w rozmieszczeniu neuronéw projek-
cyjnych pomig¢dzy badanymi grupami wiekowymi.

Rozktad ksztattow neuronow projekcyjnych

Populacja neuronéw projekcyjnych jest bardzo zréznicowana morfologicznie
(ryc. 32). We wszystkich grupach wiekowych obserwuje si¢ przewage neuronéw
wielo- 1 dwubiegunowych. Jedynie w grupie P7 stwierdzono obecno$¢ nielicz-
nych komérek jednobiegunowych.

Ocena ksztattow cial komérek nerwowych wskazuje na przewage¢ neuronéw
owalnych, wielobocznych i wrzecionowatych we wszystkich grupach wieko-
wych. Udzialy neurondéw reprezentujacych poszczegdlne ksztalty zmieniaja sig
wraz z wiekiem (ryc. 33B).

Nie stwierdzono réznic w rozktadach ksztattow neuronéw projekcyjnych po-
lozonych w czgéci przedniej, sSrodkowej, badz tylnej przedmurza.

W grupie wiekowej P7 zaobserwowano neurony projekcyjne reprezentujace
wszystkie typy ksztattéw. Najliczniej wystepuja neurony o ciatach owalnych
1 wrzecionowatych. Wyznakowane neurony charakteryzuja si¢ dobrze widocz-
nym zarysem jadra komoérkowego oraz stosunkowo niewielka objgtoscia
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cytoplazmy. Wypustki, niezbyt dobrze wyznakowane, sa czgsto poszerzone
w swych poczatkowych odcinkach.

Ryc. 32 Neurony somatosensorycznej strefy projekcyjnej przedmurza wyznakowane
metoda wstecznego transportu aksonalnego. Miegjsce podania znacznika do kory
somatoscnsoryczncj (A): wyznakowanc ciala ncurondéw, polozonych w obrebic strcf
projekcyjnych w przedmurzu sa widoczne we wszystkich grupach wiekowych (P7-
P90). we wszystkich grupach przewazaja neurony dwu- i wiclobiegunowe, o ciatach
owalnych, wielobocznych i wrzecionowatych, z wyznakowanymi poczatkowymi
odcinkami dendrytow: skroty: Cl-przedmurze, IC-kora wyspowa. Dlugosc¢ skali: A, B,
E.H K N=250pum,C,D,F, G, LLJ,L,M, O, P=20 um.

Fig. 32 Neurons of the claustral somatosensory projecting zone labeled by the metod
of retrograde axonal transport. Place of the tracer injection into the somatosensory
cortex (A); labeled neuronal bodies, localized in the projection zones of the claustrum
are present in all age groups (P7-P90); in all groups predominate bipolar and multipolar
neurons, of oval, multiangular and fusiform bodies, with labeled proximal fragments
of dendprites; abbreviations: Cl-claustrum, IC-insular cortex. Scale bar: A, B, E, H, K, N
=250um,C, D, F, G, I,J L, M, O, P=20um.
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W grupie wiekowej P14 stwierdzono wigkszy niz w poprzedniej grupie
udzial neuronéw wielobocznych. Obraz ciat komérek nerwowych oraz poczat-
kowych odcinkéw wypustek jest podobny, jak w poprzedniej grupie wiekowe;j.

W kolejnych grupach wiekowych (P21-P90) widoczne sa liczne neurony
projekcyjne, wielo- i dwubiegunowe, o ciatach wielobocznych, wrzecionowatych
i owalnych. Cytoplazma tych komorek jest nieco intensywniej wyznakowana
1 posiada wigksza wzgledna objgto$¢ niz w neuronach miodszych grup wieko-
wych. Poczatkowe fragmenty wypustek sa niezbyt intensywnie wyznakowane,
podobnie jak w neuronach spotykanych w poprzednio omawianych grupach
wiekowych. Wypustki sa przewaznie nieco bardziej wysmukte niz w neuronach
wystepujacych w grupach wiekowych P7 i P14.

Gestos¢ numeryczna neuronow projekcyjnych

Ocena warto$ci $redniej ggsto$ci numerycznej neurondw wstecznie wyzna-
kowanych wskazuje na przejSciowy wzrost wystepujacy w drugim tygodniu
zycia (ryc. 33C). Maksymalna warto$¢ $redniej ggstosci numerycznej neuronow
projekcyjnych w projekcji somatosensorycznej wystepuje w grupie wiekowej
P14. W ciagu trzeciego tygodnia zycia zachodzi spadek ggsto$ci. W kolejnych
badanych grupach wiekowych (P21-P90) wartosci $redniej ggstosci numerycz-
nej nie wykazuja istotnych zmian. Srednia warto$¢ gestosci numerycznej w tej
populacji w catym badanym okresie wynosi 4800 + 500 neuronéw na mm>.
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Ryc. 33. Neurony somatosensorycznej strefy projekcyjnej przedmurza w okresie obser-
wacji: (A) rozmieszczenie neurondw w obrebie przedmurza;
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Ryc. 33. (ciag dalszy) Neurony somatosensorycznej strefy projekcyjnej przedmurza
w okresie obserwacji: (B) rozklad ksztattéw neuronéw; (C) $rednie wartosci gestosci
numerycznej neuronéw.

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 wynikéw dotyczacych dojrzewania
populacji neuronéw projekcyjnych przedmurza

Neurony projekcyjne zwigzane z kora somatosensoryczna sa widoczne
w przedmurzu, w catym badanym okresie. Najliczniej wystgpuja one w tylnej
czeSci badanej struktury. Schemat przestrzennego rozmieszczenia neuronéw
projekcyjnych, zwiazanych z rejonem kory somatosensorycznej w obrgbie
przedmurza, jest staty w okresie dojrzewania.

Populacja neuronéw projekcyjnych przedmurza jest bardzo zréznicowana
pod wzgledem typéw morfologicznych (neurony wielo- i dwubiegunowe) oraz
ksztattow (przewazaja komorki owalne, wieloboczne i wrzecionowate).
W okresie dojrzewania obserwuje si¢ wzrost udzialu neuronéw wielobocznych.

Ocena gesto$ci numerycznej wykazuje istnienie licznej populacji neuronéw
projekcyjnych w przedmurzu juz w pierwszym tygodniu zycia, ponadto wykazu-
je przejsciowy wzrost wartosci po uptywie dwéch tygodni zycia zwierzgcia.

4.8. Wystepowanie biatka synaptycznego SNAP-25
w neuronach przedmurza w okresie pourodzeniowym

Obecnos¢ biatka synaptycznego SNAP-25 stwierdzono w ekstraktach tkanki
nerwowej pochodzacej z przedmurza, we wszystkich grupach wiekowych
(ryc. 34). Ocena wartosci wzglednych, okreslajacych zawartos¢ SNAP-25
w przedmurzu, wskazuje na charakterystyczny przebieg procesu dojrzewania
uktadu synaptycznego. Wczesny okres dojrzewania, obejmujacy drugi i trzeci
tydzien zycia, charakteryzuje si¢ wzrostem zawartosci SNAP-25. W dalszym
okresie dojrzewania, trwajacym do konca drugiego miesiaca zycia (P60), obser-
wuje si¢ spadek zawartoSci SNAP-25 w przedmurzu. W dalszym okresie czasu
(P60 — P120) stwierdza sig stabilizacj¢ wartosci wzglednego stezenia SNAP-25.
Maksymalny wzrost zawarto$ci biatka SNAP-25 w calym badanym okresie osia-
ga warto$¢ 3,8 razy.
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Ryc. 34 Zawartos¢ bialka SNAP-25 w neuronach przedmurza w okresic dojrzewania
badana metoda immunoblotingu (Western blotting): jako bialka referencyjnego uzywano
B-aktyny.

Fig. 34 Concentration of SNAP-235 protein in the claustral neurons during maturation,
studied by means of Western blotting method, as reference protein [3-actin was used.
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5. DYSKUSJA

5.1. Ogodlna charakterystyka zmian zachodzacych podczas
dojrzewania przedmurza

W momencie urodzenia przedmurze jest dobrze wyodrgbniong struktura,
charakteryzujaca si¢ wigkszym zaggszczeniem komoérek w stosunku do sasiadu-
jacych obszaréw korowych, a takze polozonego nizej jadra $rédgruszkowego.
Nie jest ono jednak dojrzate pod wzgledem uksztattowania tworzacych je neuro-
néw oraz neuropilu, charakterystyki immunocytochemicznej neurondéw, uksztat-
towania potaczen, a takze tworzenia uktadu synaptycznego.

W przedmurzu opisano dotychczas zmiany iloSciowe zachodzace w okresie
pourodzeniowym, dotyczace catkowitej populacji neuronéw, obejmujace zmiany
ich liczby oraz gegsto$ci numerycznej, majace zwiazek ze zjawiskiem $mierci
komérkowej, migracja neuronéw oraz wzrostem przedmurza [278, 279, 483].

Na podstawie swoich obserwacji stwierdzilem, ze w okresie dojrzewania
przedmurza zachodza istotne zmiany ilosciowe i jakoSciowe w populacji jego
interneuronéw. Dotycza one uksztattowania komoérek nerwowych, ich gestosci
oraz budowy neuropilu. Ponadto stwierdzitem, ze potaczenia przedmurza z kora
somatosensoryczng u szczura s obecne juz w najwczesniejszym okresie zycia
po urodzeniu. W tym czasie dochodzi do bardzo istotnych, przejsciowych zmian
gestosci neurondw projekcyjnych, a takze zmian morfologicznych, §wiadczacych
o przystosowaniu tych polaczen do podjgcia okreslonych funkcji fizjologicz-
nych. W okresie pourodzeniowym zachodzi réwniez proces dojrzewania uktadu
synaptycznego, przejawiajacy si¢ wzrostem zawarto$ci biatka synaptycznego
SNAP-25.

Podsumowujac poczynione przez siebie obserwacje mog¢ stwierdzié, ze za-
chodzace w badanym okresie dojrzewania przedmurza zmiany sa zaréwno kon-
tynuacja proceséw zapoczatkowanych w okresie ptodowym, jak réwniez sa pro-
cesami rozpoczynajacymi si¢ po urodzeniu.

Wysokie wartosci ggstosci numerycznej neuronéw przedmurza, zawieraja-
cych wszystkie badane neuropeptydy oraz dwa biatka wiazace wapn (kalbindyne
1 kalretyning) w dniu urodzenia wskazuja, ze do rozpoczgcia ekspresji tych sub-
stancji dochodzi jeszcze w okresie przedurodzeniowym. Podobnie, obecnos¢
okreslonych typdw kolokalizacji jak: NPY/NOS, SOM/NOS, VIP/CR w dniu
urodzenia, wskazuje na wczesniejsze ich pojawienie si¢. Nalezy sadzi¢, ze wow-
czas rOwniez rozpoczyna si¢ w przedmurzu ekspresja biatka synaptycznego
SNAP-25. Przed urodzeniem takze rozpoczyna si¢ ksztaltowanie neuropilu,
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wykazujacego immunoreaktywno$¢ w stosunku do zdecydowanej wigkszosci
badanych substancji.

W okresie pourodzeniowym ma miejsce poczatek ekspresji parwalbuminy
w neuronach przedmurza. Dochodzi w tym czasie do zmian gestoSci numerycz-
nej czgsci badanych populacji komérkowych. Wzrasta ggsto$¢ neurondéw zawie-
rajacych neuropeptydy — NPY oraz VIP, a takze neurondéw zawierajacych biatka
wiazace wapn — CR oraz PV. Na podstawie opublikowanych wcze$niej wiasnych
obserwacji moge¢ stwierdzi¢, ze w okresie pourodzeniowym nast¢puje wzrost
gestosci numerycznej neuronéw zawierajacych syntaze tlenku azotu w przedmu-
rzu [241]. Ponadto, obserwuje si¢ przejsciowy wzrost ggstosci neuronéw projek-
cyjnych. Wystepuja zmiany cech morfologicznych neuronéw, polegajace na
zmianie udzialu komérek o réznych ksztattach oraz réznej liczbie biegundéw.
Obserwuje si¢ dojrzewanie morfologiczne neuropilu. Pojawiaja si¢ kolejne typy
kolokalizacji, jak: NPY/CB, NPY/CR, NPY/PV, SOM/CB. W tym okresie do-
chodzi réwniez do zwigkszenia ekspresji biatka synaptycznego SNAP-25.

Nalezy sadzi¢, ze proces ksztaltowania morfologicznego i immunocytoche-
micznego neurondéw przedmurza pozostaje pod wplywem czynnikéw troficz-
nych, uwalnianych zaréwno przez same neurony przedmurza, jak i zakonczenia
aksonalne neuronéw projekcyjnych, docierajace z okre§lonych obszaréw kory
moézgu i struktur podkorowych [157, 203, 204, 370, 454, 460, 464]. Dtugosé
procesu dojrzewania przedmurza moze by¢ zalezna, przynajmniej czgSciowo, od
dtugosci okresu ksztalttowania potaczen z innymi strukturami. P6zniejsza ekspre-
sja parwalbuminy w przedmurzu moze mie¢ istotny zwigzek z osiagnigciem
dojrzatos$ci przez odpowiednie obszary korowe lub podkorowe.

Reasumujac, cato$¢ proceséw rozwoju i dojrzewania populacji neurondéw
przedmurza prowadzi do wyksztalcenia systemu bardzo zréznicowanego pod
wzgledem charakterystyki morfologicznej i immunocytochemicznej, przygoto-
wanego do spetniania réznorodnych funkcji.

5.2. Charakterystyka dynamiki dojrzewania przedmurza

Neurony zawierajqce badane neuropeptydy

Uzyskane wyniki wskazuja na zréznicowanie dynamiki dojrzewania popula-
cji zawierajacych badane substancje w okresie pourodzeniowym. W$réd popula-
cji zawierajacych neuropeptydy NPY, SOM oraz VIP wykazano wzrost gestosci
neuronéw w dwoéch przypadkach — populacji zawierajacych NPY i VIP (ryc.
35A). Maksymalne warto$ci ggstosci osiagane sa w przypadku populacji neuro-
néw NPY-ir — po ukoniczeniu drugiego tygodnia zycia, a w przypadku neuronéw
VIP-ir — o tydzien pdzniej.
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Ryc. 35. Wzgledny przyrost ggstosci numerycznej neurondw zawierajacych neuropepty-
dy (A), biatka wiazace wapn (B), w okresie dojrzewania przedmurza. Jako warto$¢ refe-
rencyjna przyjeto $rednia gesto$¢ numeryczna obliczona z warto$ci wystepujacych
w grupach wiekowych po zakonczeniu procesu dojrzewania morfologicznego w kazdej
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.
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Gesto$¢ neuronéw SOM-ir w przedmurzu nie wykazuje istotnych zmian
i w badanym okresie utrzymuje si¢ na wysokim poziomie. Jej wartosci sa wigk-
sze od odpowiednich warto$ci ggstosci w populacji neuronéw VIP-ir, w naj-
mtodszych grupach wiekowych (PO, P4). Ponadto, poréwnanie $rednich wartosci
gesto$ci numerycznej w calym badanym okresie, w populacjach neuronéw za-
wierajacych neuropeptydy, wskazuje na przewage gestosci neuronéw zawieraja-
cych somatostatyng nad ggsto$cia neurondéw zawierajacych wazoaktywny peptyd
jelitowy.

Podsumowujac, poréwnanie przebiegu dojrzewania trzech badanych popula-
cji neuronéw zawierajacych neuropeptydy wskazuje na podobienstwo zachodza-
ce jedynie mi¢dzy populacjami NPY- i VIP-ir. Populacja neuronéw zawieraja-
cych SOM charakteryzuje si¢ zdecydowanie odmienna dynamika w procesie
dojrzewania.

Podobna dynamika rozwoju populacji interneuronéw NPY-ir jak w przed-
murzu, wystgpuje w korze mézgu okolicy potylicznej u szczura [14, 69]. Rozwdj
i dojrzewanie tej populacji zachodzi zaréwno w okresie pre-, jak i postnatalnym.
Za zmniejszenie liczby neuronéw immunoreaktywnych w tej populacji odpo-
wiedzialna jest w wigkszym stopniu $mier¢ komorek, niz zmniejszenie w nich
ekspresji samego neuropeptydu.

Dojrzewanie populacji neuronéw zawierajacych VIP mRNA oraz odpowied-
ni peptyd, z przejsSciowym okresem zwigkszonej ekspresji, wystgpuje w korze
moézgu okolicy czotowej i ciemieniowej szczura, a takze w podwzgdrzu i hipo-
kampie [162]. Pojawienie si¢ tego neuropeptydu dopiero w okresie postnatalnym
jest podkreslane przez wielu autoréw [120, 207, 347, 453]. Opisano migdzy in-
nymi poczatek ekspresji VIP w okresie pourodzeniowym w komoérkach amakry-
nowych siatkdwki oraz interneuronach kory mézgu szczura. Spadek gestosci
neuronéw VIP-ir w korze mézgu u szczura mozna, zdaniem niektérych autoréw,
tlumaczy¢ przede wszystkim zmniejszeniem zawartos$ci tego peptydu w komor-
kach, a nie $miercig neuronéw [70].

Rozwdj i dojrzewanie populacji neurondéw zawierajacych somatostatyng
w wielu strukturach os$rodkowego uktadu nerwowego moze charakteryzowaé
si¢ bardzo zréznicowana dynamika. Moze go cechowaé przejsciowy wzrost,
a nastgpnie zmniejszenie zawartosci mRNA SOM oraz odpowiedniego peptydu,
a takze przejSciowy wzrost liczby immunoreaktywnych neuronéw. Zmiany
o takim charakterze wystgpuja zar6wno w okresie pre- jak i postnatalnym,
w takich strukturach jak pien mézgowia, mézdzek, podwzgdrze, kora mézgu
czy hipokamp szczura [34, 135, 272, 342, 412, 414]. W niektérych strukturach,
jak mézdzek, ekspresja SOM zanika niemal catkowicie w okresie dojrzewania
[341, 446, 455]. W korze moézgu oraz hipokampie utrzymuje si¢ na zmniejszo-
nym poziomie po zakonczeniu dojrzewania [137, 342, 343, 364, 386, 492].
Populacja neuronéw wykazujacych obecno$¢ somatostatyny w przedmurzu,
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jakkolwiek liczna, nie wykazuje istotnych zmian ggsto$ci w badanym okresie
dojrzewania.

Neurony zawierajqce biatka wiqzqce wapn

Ocena gestosci neurondéw zawierajacych biatka wiazace wapn wskazuje na
istnienie charakterystycznych wzorcéw rozwoju. W populacji neuronéw CR-ir
stwierdza si¢ stopniowy wzrost gestosci, osiagajacy maksimum w trzecim tygo-
dniu dojrzewania (P14 — P21; ryc. 35B). W populacji neuronéw PV-ir wystgpuje
wzrost gestosci w ciggu drugiego i trzeciego tygodnia (P7 — P21). Gegstos$¢ neu-
rondw zawierajacych CB wykazuje przejsciowy spadek w drugim tygodniu zy-
cia.

Ponadto, poréwnanie gestos$ci numerycznych populacji neuronéw zawieraja-
cych badane biatka wiazace wapn, wskazuje na wystgpowanie istotnych réznic
w dwoch najwcze$niejszych grupach wiekowych (PO, P4). Najwicksza ggstoscia
w tym okresie charakteryzuje si¢ populacja neurondéw zawierajacych kalbindyng
D28k. Mniej liczna jest populacja zawierajaca kalretyning. Brak jest w tym okre-
sie neurondw zawierajacych parwalbuming.

Podsumowujac oméwione wyzej obserwacje nalezy stwierdzi¢, ze populacje
neurondéw zawierajacych trzy badane przeze mnie biatka wiazace wapnh
w przedmurzu charakteryzuja si¢ zréznicowaniem dynamiki dojrzewania.

Zréznicowanie przebiegu dojrzewania populacji neurondéw zawierajacych
biatka wiazace wapn zaobserwowano w przedmurzu myszy [92]. Populacja neu-
ronéw zawierajacych parwalbuming pojawia si¢ juz w czwartym dniu po uro-
dzeniu. Neurony zawierajace kalbindyng, najliczniejsze po urodzeniu, stopniowo
zmniejszaja swoja liczebno$¢. Neurony, w ktérych wystgpuje kalretynina, spoty-
ka si¢ najrzadziej. Ich liczebno$¢ stopniowo wzrasta po urodzeniu. Poréwnanie
zmian zachodzacych w populacjach neuronéw zawierajacych biatka wiazace
wapn u myszy i szczura wskazuje na podobienstwa szczegdlnie wsréd neuronéw
zawierajacych CB oraz CR. Réznice dotyczace wieku, w ktérym pojawia si¢ PV,
moga by¢ zwiazane z dziataniem specyficznych dla kazdego gatunku mechani-
zmoéw regulujacych ekspresje tego biatka.

W rozwoju ontogenetycznym moézgowia szczura ekspresja parwalbuminy
w interneuronach zachodzi po osiagnigciu przez nie dojrzatosci czynno$ciowe;j
[433]. Potwierdzaja to wyniki badan wielu struktur OUN, przeprowadzone
u przedstawicieli r6znych gatunkéw ssakéw. Badania te dotyczyly migdzy in-
nymi ciata migdalowatego [35], hipokampa [36], prazkowia [408] oraz kory
moézgu szczura [7, 413], kory mézgu myszy [99], kory obreczy [324] oraz hipo-
kampa u psa [494], a takZze kory mézgu u cztowieka [266].

P67zna ekspresje¢ parwalbuminy prébuje si¢ takze ttumaczy¢ teoria méwiaca
o pochodzeniu réznych typéw interneuronéw ze wspdlnego pnia rozwojowego
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[4, 7]. Zgodnie z ta hipoteza w rozwoju dochodzi do zaprzestania ekspresji kal-
bindyny D28k przez pewna grupg neurondéw i rozpoczgcia ekspresji parwalbu-
miny. PrzejSciowe zmniejszenie ggstoSci neuronéw zawierajacych kalbindyng
w przedmurzu, w drugim tygodniu zycia, mégiby wskazywaé na taka mozli-
wos¢. Zdaniem niektérych autoréw wzrost ekspresji parwalbuminy w komorce
nerwowej odpowiada momentowi dotarcia do niej odpowiednich projekcji i wy-
tworzeniu polaczen synaptycznych [22]. Wzrost ten jest wigc indukowany przez
czynniki zewngtrzne, co moze tlumaczy¢ jego pézne wystapienie [473]. Zasad-
nicza rolg¢ odgrywaja tu docierajace polaczenia, uksztattowane synapsy i recepto-
ry oraz wytwarzane neurotransmitery i czynniki neurotroficzne jak np. czynnik
wzrostowy pochodzenia mézgowego (BDNF) [202, 372, 488].

Neurony projekcyjne przedmurza zwiqzane z korq somatosensorycznq

Ocena ggsto$ci numerycznej wyznakowanych neuronéw projekcyjnych
przedmurza, a takze wzglednego przyrostu tej gestosci, wykazata maksymalna
warto$¢ w grupie wiekowej P14, z nastepujacym spadkiem do konca trzeciego
tygodnia zycia po urodzeniu (ryc. 36). PrzejSciowe zwigkszenie intensywnosci
projekcji korowej moze zachodzi¢ po zakonczeniu migracji neuronéw z rezer-
wuaru korowo-przedmurzowego 1 po ich osiedleniu si¢ w przedmurzu. Zmniej-
szenie intensywnosci projekcji moze by¢ rezultatem $mierci apoptotycznej czg$ci
neuronéw projekcyjnych. Istnienie tego zjawiska zostalo wcze$niej stwierdzone
w przedmurzu [279]. Zmniejszenie wielkoSci projekcji, bedace rezultatem $mier-
ci komérek zachodzacej podczas wczesnego etapu dojrzewania, opisano w przy-
padku wielu potaczen migdzy strukturami os$rodkowego uktadu nerwowego
[66, 317, 320, 357]. Moze on takze wynika¢ ze zjawiska eliminowania niewla-
Sciwych potaczen oraz wspoétzawodnictwa neuronéw o dostep do czynnikow
troficznych w trakcie rozwoju i dojrzewania [317, 319].

Jednym z istotnych warunkéw uksztaltowania prawidtowych potaczen jest
obecnos¢ tlenku azotu [86, 144, 468]. Ksztattowanie potaczen przedmurzowo-
korowych wymaga wptywu NO zaréwno na ciata neuronéw projekcyjnych, po-
fozonych w przedmurzu, jak i na zakonczenia aksonalne w obszarach docelo-
wych.

Zmniejszenie ggstosci numerycznej neurondw projekcyjnych moze wreszcie
wynika¢ ze wzrostu objgtosci dojrzewajacej struktury, ktéry wynika przede
wszystkim ze wzrostu objgtosci neuropilu, zwigkszenia liczby komérek glejo-
wych oraz zwigkszania si¢ objgtosci neuronéw [234].

Proces dojrzewania potaczen przedmurzowo-korowych przebiega réwnole-
gle z dojrzewaniem odpowiedniego obszaru korowego, bedacego celem projek-
cji. Mozna zatozy¢, ze podobnie jak w przypadku potaczen wzgdérzowo-
korowych, ma to miejsce w okresie pourodzeniowym [317]. Dlugo$¢ okresu
dojrzewania potaczen przedmurzowo-korowych jest wigc najprawdopodobniej
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zwigzana z dlugoscia okresu dojrzewania obszaru korowego, z ktérym badana
strefa projekcyjna posiada potaczenia.
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Ryc. 36. Wzgledny przyrost ggsto$ci numerycznej neurondw projekcyjnych, w okresie
dojrzewania przedmurza. Jako warto$¢ referencyjna przyjeto srednia gestos¢ numeryczna
obliczona z warto$ci wystgpujacych w grupach wiekowych po zakonczeniu procesu
dojrzewania morfologicznego w badanej populacji; skrét: 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.

Biatko synaptyczne SNAP-25

W badanym materiale wykazano wzrost zawartosci SNAP-25, osiagajacy
maksymalne warto$ci po uptywie trzeciego tygodnia zycia (ryc. 37). Moze on
odpowiada¢ okresowi wzrostu aksonéw i dendrytéw [169], synaptogenezie oraz
okresowi podejmowania funkcji przez synapsy [21, 45, 65, 163]. Na podstawie
badania polaczen wzgdérzowo-korowych wiadomo, ze pierwsze potaczenia sy-
naptyczne powstaja juz w okresie prenatalnym [188]. PrzekaZnictwo synap-
tyczne rozpoczyna si¢ w E19 [321]. Ma ono w tym okresie istotny wptyw na
dojrzewanie struktur korowych [322].

Obecno$¢ mRNA oraz biatka SNAP-25 wykazano w hipokampie, prazkowiu
1 mézdzku szczura juz w okresie ptodowym [361]. Zaobserwowano wzrost za-
warto$ci zarowno mRNA, jak i biatka SNAP-25, siegajacy okresu dojrzatosci,
przy czym najwigksza dynamike tego wzrostu odnotowano w okresie od urodze-
nia, do piatego dnia zycia [65]. Zmiany zawarto$ci SNAP-25 w przedmurzu
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szczura odpowiadaja zmianom zawartosci tego biatka w innych strukturach
OUN. Réznice w dlugosci okresu wzrostu zawartosci SNAP-25 moga wynikad
z r6znej dynamiki ksztaltowania polaczen w badanych strukturach, a tym samym
z réznic w przebiegu procesu synaptogenezy. Przedmurze, jako struktura koro-
wo-zalezna, spetnia swa funkcje modulacyjna w stosunku do réznych obszaréw
korowych po ostatecznym uksztaltowaniu ramienia wstepujacego i zstepujacego
przedmurzowo-korowej p¢tli neuronalne;.
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Ryc. 37. Wzgledny przyrost zawartosci biatka synaptycznego SNAP-25, w okresie doj-
rzewania przedmurza. Jako warto$¢ referencyjna przyjgto srednia obliczona
z wartosci wystepujacych w grupach wiekowych po zakonczeniu 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 gestosci neuronéw projekcyjnych
w przedmurzu zachodzi do czternastego dnia po urodzeniu. Odpowiada to okre-
sowi wzrostu zawarto$ci biatka synaptycznego SNAP-25 w przedmurzu i moze
wskazywaé zar6wno na zaawansowanie procesu synaptogenezy, jak i na podjg-
cie czynnosci przez utworzone juz polaczenia synaptyczne [361]. Zmniejszenie
zawartosci SNAP-25 i osiagnigcie wartosci spotykanych w przedmurzu osobni-
kéw dojrzatych, moga by¢ zwiazane ze zmniejszeniem liczby potaczen synap-
tycznych, wynikajacym z utraty czgsci neuronéw na drodze $mierci komoérko-
wej, wycofania czgsci nieprawidlowo wytworzonych polaczen, wspéilzawod-
nictwa o dostgp do czynnikéw troficznych, wptywu neuromodulatoréw, jak np.
NO, wreszcie zmniejszenia liczby synaps, bedacego rezultatem plastycznosci
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w polaczeniach korowo-podkorowych, zwiazanego z procesem uczenia si¢
[361, 391].

Proces dojrzewania przedmurza jest zjawiskiem przebiegajacym ze zrézni-
cowang dynamika, charakterystyczna dla poszczegélnych subpopulacji neuro-
nalnych, odrebnych immunocytochemicznie i najprawdopodobniej funkcjonal-
nie. Nalezy podkresli¢, ze obserwowane zmiany iloSciowe dotyczace badanych
populacji zachodza w ciagu pierwszych czterech tygodni zycia zwierzgcia. Okres
ten ma zasadnicze znaczenie dla prawidlowego uksztaltowania przedmurza
u badanego gatunku ssakéw.

5.3. Charakterystyka zmian morfologicznych neuronéw
zawierajacych badane substancje

We wszystkich populacjach neuronalnych w badanym okresie stwierdzono
wystgpowanie charakterystycznych zmian $wiadczacych o ich dojrzewaniu pod
wzgledem morfologicznym. Proces dojrzewania morfologicznego neurondéw
immunoreaktywnych w stosunku do badanych substancji, jakkolwiek ztozony
i zréznicowany dla poszczegdlnych populacji, wykazuje pewne cechy wspdlne
dla wszystkich z nich. W najwcze$niejszym okresie obserwacji, w badanych
populacjach komérkowych spotyka si¢ neurony o cechach morfologicznych mo-
gacych wskazywaé na ich niedojrzato$¢. Sa to przewaznie neurony jednobiegu-
nowe, a w przypadku niektérych populacji — réwniez dwubiegunowe. Charakte-
ryzuja si¢ one migdzy innymi stosunkowo niewielka objgtoscia cytoplazmy
w stosunku do objetosci jadra komérkowego, poszerzonymi poczatkowymi od-
cinkami wypustek, brakiem dojrzatego neuropilu. Czg¢sto sa one mniejsze od
neurondéw dojrzalych w danej populacji. W okresie dojrzewania dochodzi do
ksztattowania cech morfologicznych charakterystycznych dla kazdej z badanych
populacji.

Poréwnanie wynikéw badan dotyczacych rozkladéw ksztaltéw neuronéw
przedmurza we wszystkich populacjach wskazuje na najczestsze wystgpowanie
komoérek o ciatach owalnych i wrzecionowatych, a nieco rzadziej — wielobocz-
nych. Ponadto, zwraca uwage zmniejszajacy si¢ w trakcie dojrzewania wielu
populacji udziat neuronéw okragtych oraz wzrost udzialu neuronéw o ciatach
wielobocznych. W przypadku pojedynczo znakowanych neurondéw zawieraja-
cych neuropeptyd Y oraz w przypadku kolokalizacji neuropeptydu Y z syntaza
tlenku azotu, stwierdzono wzrost $Srednich wartosci pol przekroju neuronéw
w okresie obserwacji, co dodatkowo podkresla przebieg procesu dojrzewania
morfologicznego w tych populacjach neuronalnych.

Podobny do opisanego wyzej przebieg procesu dojrzewania morfologiczne-
go populacji neuronéw zawierajacych neuropeptyd Y oraz wazoaktywny peptyd
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jelitowy, w okresie pourodzeniowym zachodzi w wielu strukturach o$rodkowego
uktadu nerwowego [114, 197, 199, 303, 475]. Przedluzony okres dojrzewania
tych populacji neuronalnych moze wynika¢ z koniecznosci dtuzszego oddziaty-
wania na nie czynnikéw troficznych, czy aktywnos$ci spontanicznej otaczajacych
neuronéw, niezbg¢dnej do ukonczenia tego procesu [481].

Weczeséniej opublikowane wyniki badan procesu dojrzewania populacji neu-
ronéw zawierajacych syntazg tlenku azotu w przedmurzu, wskazuja na wzrasta-
jacy wraz z wiekiem udziat w tej populacji komdrek wielobocznych, przy jedno-
czesnym zmniejszeniu si¢ udziatu komoérek okragtych [241].

Ocena zréznicowania ksztattéw neuronéw wskazuje na odrgbno$ci morfolo-
giczne badanych populacji. Zgodnie z klasyfikacja neuronéw przedmurza szczu-
ra, zaproponowang przez Mamos [287], neurony zawierajace neuropeptydy od-
powiadaja kategorii $rednich neuronéw bezkolcowych (MA), nieco rzadziej sa
spotykane mate neurony bezkolcowe (SA). Komorki te stanowia grupe neuro-
néw niepiramidowych i nie biora udziatu w wytwarzaniu projekcji przedmurzo-
wo-korowej [242].

Neurony CB-ir odpowiadaja typom MA i SA neuronéw bezkolcowych
przedmurza, wedtug klasyfikacji Mamos i Narkiewicza [287]. Neurony CR-ir
odpowiadaja przede wszystkim matym neuronom bezkolcowym (SA), a nieco
rzadziej Srednim neuronom bezkolcowym (MA), podczas gdy neurony PV-ir —
typowi MA interneuronéw przedmurza. Nie stwierdzono obecnos$ci biatek wia-
zacych wapn w neuronach projekcyjnych przedmurza [110].

Nalezy podkresli¢, ze zaobserwowane przeze mnie réznice w uksztattowaniu
poszczegdblnych populacji komérkowych, zarysowujace si¢ podczas dojrzewania
przedmurza, sa wypadkowa zmian zachodzacych w neuronach, ktére przez caly
badany okres wykazuja ekspresj¢ okreslonej substancji. Z drugiej strony, nie
mozna wykluczy¢ zwigkszenia ekspresji danej substancji, w okreslonym mo-
mencie dojrzewania, przez komérki charakteryzujace si¢ okreslonym zespolem
cech morfologicznych. Wspétwystepowanie obu tych proceséw moze decydo-
waé o zréznicowaniu morfologicznym poszczegdlnych populacji neuronalnych,
odrgbnych pod wzgledem charakterystyki immunocytochemiczne;.

Uzyskane wyniki upowazniaja do podkreslenia istotnej réznicy w rozmiesz-
czeniu populacji neurondéw projekcyjnych oraz interneuronéw w przedmurzu
szczura, w catym badanym okresie dojrzewania. Neurony projekcyjne, taczace
si¢ z okreslonym obszarem korowym, wykazuja rozmieszczenie strefowe, za-
rowno w okresie dojrzewania, jak i po jego zakonczeniu. Podobny charakter
rozmieszczenia neuronéw projekcyjnych w przedmurzu zaobserwowany zostat
w przypadku réznych stref projekcyjnych przez licznych autoréw [209, 234, 237,
285, 427, 428]. Wskazuje to na przyporzadkowanie okreslonych obszaréw
przedmurza odpowiednim obszarom korowym, a co za tym idzie, okreslonym
funkcjom.
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W przeciwienstwie do przedstawionego powyzej strefowego wzorca roz-
mieszczenia neurondéw projekcyjnych, interneurony o zréznicowanej charaktery-
styce immunocytochemicznej rozmieszczone sa w sposéb réwnomierny. Uzy-
skane przeze mnie wyniki r6znig si¢ wigc od wczesniej opublikowanych danych
dotyczacych przedmurza myszy, méwiacych o liczniejszym wystgpowaniu in-
terneurondéw zawierajacych CaBP w czg$ci przedmurza zwiazanej z projekcja
ruchowa i limbiczna [387].

Mozna przypuszczaé, ze rdéwnomierne rozmieszczenie interneuronéw
o zréznicowanej charakterystyce immunocytochemicznej w przedmurzu szczura,
w okresie dojrzewania, odzwierciedla jednakowy dla calej struktury sposéb
funkcjonowania tej populacji neuronalnej. Réznice czynno$ciowe moga wigc
zaleze¢ od oddzialywania interneuronéw na neurony projekcyjne, zwiazane
z ré6znymi obszarami korowymi i podkorowymi systemem dwukierunkowych
potaczen [390].

5.4. Cechy procesu dojrzewania neuropilu

Wsréd neuropilu wykazujacego obecnos¢ badanych neuropeptydéw, dlugosé
okresu dojrzewania neuropilu NPY- i SOM-ir jest réwna dtugosci dojrzewania
odpowiednich populacji ciat komérek nerwowych. Okres dojrzewania neuropilu
VIP-ir jest dluzszy niz dojrzewania odpowiednich komérek nerwowych.
W przypadku neuropilu wykazujacego obecno$¢ biatek wiazacych wapn, stwier-
dza si¢ dluzszy okres osiagania dojrzatosci morfologicznej przez neuropil CB-ir,
niz przez odpowiednia populacj¢ komérek nerwowych. Nalezy zaznaczyc¢, ze
sposréd wszystkich badanych populacji, neuropil wykazujacy obecno$¢ parwal-
buminy pojawia si¢ najpdzniej. Jego obecnos¢ stwierdza si¢ dopiero po uplywie
10 dni od urodzenia. Cechy morfologicznej dojrzatosci osiaga on w najkrétszym
okresie czasu — juz po uptywie pierwszego miesiaca zycia.

Na podstawie wczes$niej opublikowanych wynikéw badan stwierdzitem, ze
morfologiczne cechy dojrzato$ci neuropilu NOS-ir wystgpuja po uptywie trzech
tygodni zycia szczura, rGwnocze$nie z osiagnigciem dojrzatosci przez ciata ko-
morek nerwowych zawierajacych NOS [241].

Przedstawione wyniki wskazuja z jednej strony na zréznicowanie dtugosci
okresu dojrzewania neuropilu, wykazujacego obecno$¢ badanych substancji,
a z drugiej strony sugeruja, ze proces dojrzewania neuropilu charakteryzuje sig
dynamika odrebna od tej, ktéra dotyczy dojrzewania ciat komdrek nerwowych
w danym typie barwienia.

W swoim materiale stwierdzilem wystgpowanie zakonczen aksonalnych
oraz wildkien nerwowych, rozmieszczonych dookota cial niewyznakowa-
nych neurondéw. Ich obecno$¢ wykazano w przypadku neuropilu zawierajacego
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neuropeptyd Y oraz wazoaktywny peptyd jelitowy. Staja si¢ one widoczne pod
koniec ksztaltowania morfologicznego neuropilu w przedmurzu. Obecnos$¢ po-
dobnych struktur w przypadku neuropilu VIP-ir opisano dotychczas migdzy in-
nymi w korze mézgu i jadrze Srédgruszkowym u dojrzatych szczuréw [26, 118,
222, 475]. Podobnie, obecno$¢ zakonczen aksonalnych oraz widkien NPY-ir,
otaczajacych ciata niewyznakowanych neuronéw, opisano w przedmurzu doro-
stych szczuréw [242].

Ponadto, stwierdzono obecno$¢ zakonczen aksonalnych i widkien PV- oraz
CR-ir wokoét cial niewyznakowanych neuronéw. Struktury te wystgpuja licznie
w wielu okolicach o$rodkowego uktadu nerwowego [3, 98, 118, 226, 436]. Ich
obecnos¢ wskazuje na istotne znaczenie hamowania aktywnos$ci innych neuro-
néw (zaréwno projekcyjnych, jak i interneuronéw) przez zréznicowang immu-
nocytochemicznie populacj¢ interneuronalna [118, 2241].

5.5. Kolokalizacja neuropeptydow z biatkami wigzacymi
wapn lub syntazg tlenku azotu w okresie dojrzewania
przedmurza

Uzyskane wyniki badan kolokalizacji wybranych neuropeptydéw z biatkami
wiazacymi waph oraz syntaza tlenku azotu wskazuja na istnienie istotnych réznic
dotyczacych: 1/ momentéw pojawienia si¢ poszczegdlnych typéw kolokalizacji,
2/ dynamiki dojrzewania populacji neuronéw podwdjnie znakowanych, 3/ wiel-
kosci kolokalizacji.

Momenty pojawienia si¢ poszczegdlnych typoéw kolokalizacji w przedmurzu
sq zr6znicowane. Najwczesniej, bo juz w dniu urodzenia, stwierdzono wystgpo-
wanie kolokalizacji neuropeptydéw z udziatem syntazy tlenku azotu (NPY/NOS,
SOM/NOS), a takze kolokalizacji wazoaktywnego peptydu jelitowego z kalrety-
ning (VIP/CR). W okresie pourodzeniowym pojawiaja si¢ populacje neurondéw
wykazujacych kolokalizacje neuropeptydu Y ze wszystkimi badanymi biatkami
wiazacymi wapnh (NPY/CB, NPY/CR, NPY/PV), a takze somatostatyny z kal-
bindyna D28k (SOM/CB).

Nalezy przypuszczac, ze podobnie jak w innych strukturach OUN, cz¢$¢ po-
pulacji neuronéw wykazujacych wczesniej obecno$¢ jednej z badanych substan-
cji, w okreslonym momencie dojrzewania rozpoczyna ekspresj¢ drugiej z nich,
charakterystycznej dla danego typu kolokalizacji [7, 261].

Wystepowanie podobnych do opisanych typéw kolokalizacji stwierdzono
réwniez w innych strukturach OUN. W korze mézgu szczura wykazano obec-
no$¢ kolokalizacji NPY/CB [98, 195, 353], a takze kolokalizacji SOM/CB [154,
221, 222, 246, 393]. Podobnie, w prazkowiu szczura wystgpuje zaréwno koloka-
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lizacja NPY/CB [247], jak i kolokalizacja SOM/CB [248]. W przeciwienstwie
do wynikéw uzyskanych w przedmurzu, nie stwierdzono obecnosci kolokalizacji
typu NPY/CR oraz NPY/PV w korze mézgu szczura [98].

Kolokalizacja VIP/CR zostala opisana przez wielu autoréw w korze mézgu
[221, 222, 246, 393] oraz w hipokampie szczura [1]. Ten typ kolokalizacji wy-
stgpuje rowniez w jadrze srédgruszkowym szczura [239].

Podobnie jak w przedmurzu, obecno$¢ kolokalizacji dwéch badanych neuro-
peptydéw — neuropeptydu Y oraz somatostatyny z syntaza tlenku azotu stwier-
dzono w wielu strukturach os$rodkowego uktadu nerwowego. Kolokalizacje
NPY/NOS wykazano w neuronach ciala migdalowatego [465], jadra §rédgrusz-
kowego [239] i1 kory mézgu r6znych gatunkow ssakow [232, 431]. Kolokalizacje
SOM/NOS opisano miedzy innymi w neuronach ciata migdatowatego cztowieka
[465] oraz zakretu zgbatego szczura [111]. Ponadto, wystgpuje ona takze w neu-
ronach prazkowia [471] oraz w wielu obszarach korowych u r6znych gatunkéw
ssakow [232, 431, 465].

Ocena dynamiki dojrzewania poszczegélnych typéw kolokalizacji pozwala
na dokonanie podziatu na charakteryzujace si¢ wzrostem i na stabilne w bada-
nym okresie. Wzrost wartoSci wspoiczynnika 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 wspéiczynnikéw w przypadku kolokalizacji neuro-
peptydu Y z parwalbumina (NPY/PV),
atakze w przypadku kolokalizacji somatostatyny z syntaza tlenku azotu
(SOM/NOS). Jak dotychczas, brak jest w literaturze oceny dynamiki dojrzewa-
nia populacji neuronéw zréznicowanych pod wzgledem charakterystyki immu-
nocytochemicznej w przedmurzu szczura. Zmiany wartosci wspoétczynnikéw
kolokalizacji wskazuja na wzrastajace zr6znicowanie populacji dojrzewajacych
interneuronéw przedmurza.

Poréwnanie wielkosci kolokalizacji pozwala na podkreslenie kilku istotnych
cech w przebiegu dojrzewania przedmurza. Wsréd badanych typéw kolokalizacji
wyrézni¢ mozna te, ktére charakteryzuja si¢ bardzo wysokimi warto$ciami
wspotczynnikéw kolokalizacji. Naleza do nich kolokalizacje NPY/NOS,
VIP/CR, SOM/NOS (najwyzsze wartosci wspdtczynnikéw kolokalizacji wyno-
sza odpowiednio — 65%, 51%, 39%). Nizsze warto$ci wykazuja typy kolokaliza-
cji neuropeptydu Y oraz somatostatyny z kalbindyng D28k (odpowiednio —
32%, 31%). Zdecydowanie najnizszymi wartosciami charakteryzujg si¢ typy
kolokalizacji neuropeptydu Y z kalretynina oraz parwalbumina (odpowiednio —
9.5%, 9%).
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Czesta kolokalizacj¢ neuropeptydu Y oraz somatostatyny z syntaza tlenku
azotu potwierdzaja badania wielu obszaréw kory mézgu szczura [37, 112, 154,
246, 393]. Podobnie, kolokalizacja wazoaktwnego peptydu jelitowego z kalrety-
ning okreslana jest jako bardzo czg¢sta w korze mézgu u wielu gatunkéw ssakéw
[98, 393]. Zdaniem tych samych autoréw, kolokalizacja somatostatyny z kalbin-
dyna w korze mézgu szczura, w przeciwienstwie do wynikéw dotyczacych
przedmurza, jest bardzo czgsta, podczas gdy rzadziej spotyka sig¢ kolokalizacje
neuropeptydu Y z kalbindyna.

Wspétwystgpowanie neuropeptydu Y z kalretyning lub parwalbuming jest
rzadkie w przedmurzu. Obecnosci tych typéw kolokalizacji nie zostata potwier-
dzona w badaniach dotyczacych kory mézgu u réznych gatunkéw ssakéw
[12, 98].

Wydaje sig istotne, ze w obu populacjach neuronéw wykazujacych kolokali-
zacje¢ neuropeptydow z syntazg tlenku azotu (NPY/NOS oraz SOM/NOS), mak-
symalne warto$ci wspodtczynnikéw kolokalizacji sa wyzsze od odpowiednich
wartos$ci wspdétczynnikéw kolokalizacji w populacjach neuronéw wykazujacych
kolokalizacjg tych samych neuropeptydéw z biatkami wiazacymi wapn. Wska-
zuje to na kluczowe znaczenie tlenku azotu w procesie dojrzewania populacji
neuronalnych przedmurza.

Poréwnanie wartoséci stosunku neuronéw podwdjnie znakowanych, do neu-
ronéw pojedynczo znakowanych, wystgpujacych w okre§lonym typie kolokali-
zacji, wskazuje na istotne cechy charakteryzujace populacje badanych interneu-
rondw. Na podstawie tych danych nalezy bra¢ pod uwage wystgpowanie
w przedmurzu szczura typu kolokalizacji NPY/SOM/NOS. Przemawiaé za tym
moga réwniez: wczesne wystgpowanie obu typéw kolokalizacji (NPY/NOS oraz
SOM/NOS) w procesie dojrzewania przedmurza, a takze podobienstwo cech
morfologicznych obu populacji neuronéw podwdjnie znakowanych.

Na obecno$¢ potréjnej kolokalizacji NOS z neuropeptydami — neuropepty-
dem Y oraz somatostatyna — wskazuja wyniki badan immunocytochemicznych
kory mézgu szczura [37, 112, 154, 246, 393].

Nalezy zwrdéci¢ uwage, ze w korze mézgu szczura, w przeciwienstwie do
przedmurza, jedynie 10-20% neuronéw zawierajacych somatostatyne wykazuje
kolokalizacje z NOS [246, 393]. R6znice pomig¢dzy odpowiednimi warto$ciami
moga $wiadczy¢ o istnieniu odrgbnych dla poszczegdlnych struktur mechani-
zmow, regulujacych ekspresj¢ badanych substancji.

Uzyskane wyniki wskazuja na znaczne zr6znicowanie populacji interneuro-
néw przedmurza pod wzglgdem charakterystyki immunocytochemicznej,
dynamiki dojrzewania, a takze znaczenia funkcjonalnego w procesie dojrzewania
przedmurza.
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5.6. Potencjalne znaczenie czynnosciowe populacji neuronéw
zawierajacych badane substancje w procesie dojrzewania
przedmurza

5.6.1. Znaczenie czynnosciowe neuropeptydow

Neuropeptyd Y

Potencjalne znaczenie neuropeptydu Y we wczesnym okresie dojrzewania
przedmurza moze wynika¢ z jego roli regulujacej naptyw jonéw Ca++ do wne-
trza komodrki nerwowej [16, 298, 442]. Umozliwia to posrednie wptywanie na
przebieg takich proceséw jak wzrost widkien nerwowych oraz ksztaltowanie
czynnosci bioelektrycznej neuronéw [77, 352]. Neuropeptyd Y wptywajac na
zmniejszenie uwalniania glutaminianu [228], moze zabezpiecza¢ populacje in-
terneuronéw przedmurza przed nadmiernym pobudzeniem przez neurony pro-
jekcyjne, wykorzystujace ten neuroprzekaznik. Ponadto, neuropeptyd Y, wyka-
zujac dziatanie antyepileptyczne we wczesnym okresie dojrzewania, moze od-
grywac rolg zabezpieczajaca populacj¢ neuronéw przedmurza przed powstaniem
patologicznej czynnos$ci bioelektrycznej [44, 228, 485]. Wymienione wyzej
funkcje neuropeptydu Y moga by¢ realizowane miedzy innymi za po$rednic-
twem receptoréw Y1 i Y2 obecnych w przedmurzu [368].

Somatostatyna

Wysoka gestos¢ w okresie obserwacji, charakteryzujaca populacje¢ neuronéw
zawierajacych somatostatyng, wskazuje na istotng rol¢ tego neuropeptydu
w procesie dojrzewania przedmurza. W najwcze$niejszym okresie rozwoju
znaczenie somatostatyny moze polega¢ na powstrzymywaniu nadmiernego
wzrostu populacji komérkowej [333]. Moze ona ponadto uczestniczy¢ w regu-
lowaniu migracji komérkowych [131, 411, 446, 491]. Zaré6wno w okresie przed-,
jak i pourodzeniowym w przedmurzu i jego najblizszym otoczeniu zachodza
liczne procesy migracyjne. Do przedmurza docieraja neurony zdazajace z miej-
sca swego powstania, w rejonie neuroepitelium korowego. W rejonie przedmu-
rza zachodzi ponadto migracja neuronéw opuszczajacych tzw. rezerwuar ko-
rowo-przedmurzowy, a proces ten ulega zakonczeniu pod koniec pierwszego
tygodnia zycia szczura [23, 25, 278]. W bezposrednim sasiedztwie przedmurza
zachodza procesy migracyjne interneuronéw korowych, powstatych w wyniosto-
sciach zwojowych [11, 25, 369]. Uzasadnia to wystgpowanie w przedmurzu,
w okresie jego dojrzewania, licznej populacji neuronéw zawierajacych somato-
statyng.
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Rola somatostatyny w okresie dojrzewania przedmurza moze wiazac sig, po-
dobnie jak w innych okolicach osrodkowego ukladu nerwowego, z ksztalttowa-
niem i ograniczaniem jego potaczen [198].

Wazoaktywny peptyd jelitowy

Wplyw wazoaktywnego peptydu jelitowego na rozwdj i dojrzewanie struktur
osrodkowego ukladu nerwowego jest wielokierunkowy i najprawdopodobnie;j
dotyczy réznych faz tego procesu. W najwczesniejszym okresie rozwoju rola
wazoaktywnego peptydu jelitowego jest zwiazana z regulacja proliferacji
i réznicowania komérek nerwowych [152, 323]. VIP wptywa na skrécenie dtu-
gosci cyklu komérkowego komdrek neuroepitelialnych, poprzez skrécenie fazy
S1iGl [165-167].

Potencjalne dziatanie wazoaktywnego peptydu jelitowego w stosunku do
populacji dojrzewajacych neuronéw przedmurza moze by¢ zwiazane z jego
funkcja neuroprotekcyjna [53, 132, 152, 160, 190, 323] oraz neurotroficzna
[376].

5.6.2. Znaczenie czynnosciowe bialek wiazacych wapn

Kalbindyna D28k

Kalbindyna D28k pojawia si¢ zwykle jeden do dwoéch dni po zakonczeniu
podziatéw komérkowych i po rozpoczeciu migracji neuronalnych oraz po rozpo-
czgciu wydluzania wypustek [121]. W okresie wczesnego rozwoju struktur
osrodkowego uktadu nerwowego, kalbindyna D28k ma wazne znaczenie bufo-
rujace poziom jonéw Ca™ [142, 355]. Tym samym, zabezpiecza ona dojrzewa-
jace komoérki nerwowe przed uszkodzeniem powodowanym przez glutaminian
1 nadmierne pobudzenie za posrednictwem receptorow NMDA [296, 477]. Sta-
bilizacja poziomu jonéw Ca™ wptywa na efektywno$¢ procesu przekaznictwa
synaptycznego. Biorac pod uwagg, iz glutaminian jest gléwnym neurotransmite-
rem neuronéw projekcyjnych kory mézgu, wysylajacych migdzy innymi projek-
cje do przedmurza, nalezy przypuszcza¢ ze kalbindyna D28k spetnia istotne
zadanie ochronne we wczesnym okresie dojrzewania przedmurza. Ponadto,
zmiany w wielkosci ekspresji kalbindyny D28k w okresie dojrzewania sa zwia-
zane posrednio z procesem synaptogenezy [5, 7, 266, 309]. Kalbindyna D28k
bierze udzial w regulacji wzrostu neurytéw oraz w ksztattowaniu drzewa den-
drytycznego [313, 389]. Ekspresja jej jest wysoka podczas ksztalttowania i mo-
delowania potaczen [182]. W przedmurzu procesy te zachodza w ciagu pierw-
szych czterech tygodni zycia.
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Kalretynina

Wedtug wielu autoré6w kalretynina jest dobrym znacznikiem niedojrzatych
1 migrujacych neuronéw w trakcie rozwoju struktur osrodkowego uktadu ner-
wowego [139, 462, 463]. Jak przedstawiono to wyzej, w samym przedmurzu
oraz jego najblizszym otoczeniu, zaréwno w okresie przedurodzeniowym, jak
i po urodzeniu, zachodza nasilone procesy migracyjne. Uzasadnia to wystgpo-
wanie w okresie dojrzewania stosunkowo licznej populacji neuronéw zawieraja-
cych kalretyning.

Dziatanie buforujace kalretyniny w stosunku do jonéw Ca*™ we wczesnym
okresie rozwoju i dojrzewania przedmurza moze wplywac na przebieg proceséw
zaleznych od jonéw Ca™, jak synaptogeneza, wydtuzanie neurytéw i ksztatto-
wanie uktadu akso-dendrytycznego [384, 407]. Procesy te zachodza w okresie
wystgpowania maksymalnej gesto$ci neuronéw CR-ir w przedmurzu.

Parwalbumina

Parwalbumina jest jedynym z badanych biatek wiazacych wapn, ktérego
ekspresja w neuronach przedmurza rozpoczyna si¢ po urodzeniu. Zdaniem nie-
ktérych autoréw, poczatek ekspresji tego biatka wykazuje zwiazek czasowy
z nasileniem procesu synaptogenezy oraz rozpoczgciem czynnosci bioelektrycz-
nej w komdrkach nerwowych [6, 7, 313, 433]. W wielu strukturach parwalbu-
mina pojawia si¢ w okoto dwa tygodnie po wystapieniu ekspresji GABA. Osia-
gnigcie dojrzatosci czynno$ciowej neuronéw PV-ir moze zaleze¢ od wcze$niej-
szego wytworzenia podjednostek receptora NMDA w tych neuronach [12, 71,
259, 400]. Oddziatywanie glutaminianu na uksztaltowane w spos6b dojrzaty
receptory NMDA moze wigc przyczyni¢ si¢ do zwigkszenia ekspresji parwalbu-
miny i podjecia funkcji przez zawierajace ja interneurony [22, 380]. Nalezy
przypuszczaé, ze neurony projekcyjne licznych obszaréw korowych, posiadajace
potaczenia z przedmurzem i wykorzystujace glutaminian jako gléwny neuro-
przekaznik, moga wywiera¢ istotny wptyw na przebieg dojrzewania zawieraja-
cych parwalbuming interneuronéw przedmurza.

5.6.3. Znaczenie czynnosciowe tlenku azotu

Tlenek azotu dziatajac w kolejnych stadiach rozwoju i dojrzewania wielu
struktur o$rodkowego uktadu nerwowego, w tym takze przedmurza, wptywa na
rézne procesy fizjologiczne. W najwczesniejszym okresie rozwoju, tlenek azotu
bierze udzial w regulacji przejécia fazy proliferacji komérkowej w fazg réznico-
wania neuronéw [189, 378], a takze w kontroli migracji neuronalnych [173,
406]. W pézniejszym okresie wywiera wplyw na uksztaltowanie potaczen,
bioragc udzial w stymulowaniu wzrostu aksonéw i redukcji nieprawidlowych
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polaczen [125], a takze w zwigkszaniu liczby rozgalezien [81, 84, 191, 467, 468,
489, 490]. Ponadto, NO jest zaangazowany w regulacji procesu synaptogenezy
[82, 354, 405], a takze $Smierci komérkowej [82, 354, 409, 498].

Oprocz wyzej wymienionych funkcji, nalezy podkresli¢ znaczenie tlenku
azotu w przebiegu proces6w uczenia si¢ i zapamigtywania [105]. Przedmurze,
jako struktura zaangazowana w procesy asocjacji korowej oraz $ci§le powiazana
z elementami ukfadu limbicznego, odgrywa istotna rol¢ w wymienionych wyzej
procesach [284-286, 482].

Na podstawie przeprowadzonych przeze mnie wczesniej badan przedmurza
dorostych szczuréw, potwierdzonych przez innych autoréw [171, 242], wykaza-
no zréznicowanie populacji neuronéw NOS-ir przedmurza na subpopulacj¢ in-
terneurondw oraz mniejsza liczebnie subpopulacje neuronéw projekcyjnych.
Wskazuje to na istotna, cho¢ nie w petni poznana, rolg tlenku azotu w regulacji
czynnosci komoérek nerwowych omawianej struktury.

5.7. Ocena dojrzewania populacji neuronéw projekcyjnych
w oparciu o metode wstecznego transportu aksonalnego

Potaczenia przedmurzowo-korowe u dojrzalego szczura byly przedmiotem
wczesniejszej oceny jakosciowej [109, 312, 329, 402, 427, 480, 482] oraz ilo-
Sciowej [238, 428]. Brak jest jednak w literaturze danych charakteryzujacych
dojrzewanie tych polaczen w okresie pourodzeniowym.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze zjawiska dojrzewania populacji neuronéw
projekcyjnych przedmurza w badanym okresie obejmuja przede wszystkim:
1/ zmiany rozktadu ich ksztaltéw oraz 2/ zmiany ggstoSci numeryczne;.

Neurony projekcyjne, zwigzane z kora somatosensoryczng, sa obecne we
wszystkich badanych grupach wiekowych. Ocena zréznicowania ich ksztattow
wskazuje na duzy udzial komérek owalnych, wrzecionowatych lub wielobocz-
nych. Udzial neuronéw wielobocznych zwigksza si¢ w okresie obserwacji.
Zgodnie z podziatem morfologicznym neuronéw przedmurza, zaproponowanym
przez Mamos i Narkiewicza, neurony projekcyjne odpowiadaja typom MS I — 111
[287]. Przejsciowy wzrost gegstosci numerycznej neurondéw projekcyjnych osiaga
maksimum po uptywie dwdéch tygodni.

Moment powstania polaczen przedmurzowo-korowych nie zostat dotychczas
precyzyjnie okreslony. Opierajac si¢ na wynikach badan Bayer i Altman,
dotyczacych powstawania populacji neuronéw przedmurza u szczura oraz prze-
biegu proceséw migracji mozna podejrzewaé, ze polaczenia te ksztaltuja sie
w przedziale czasu migdzy E16, a P7 [23]. Mozna przypuszczacé, ze ich rozwdj
rozpoczyna si¢ po zakonczeniu migracji neuronéw juz w okresie ptodowym.
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Jakkolwiek wytworzenie potaczen przedmurzowo-korowych ma miejsce
w okresie przedurodzeniowym, to podobnie jak w przypadku potaczen wzgo-
rzowo-korowych, proces ich ksztaltowania jest roztozony w czasie, obejmujac
koncowa faze zycia ptodowego, jak i pierwsze dni po urodzeniu [273, 320, 321].
Dochodzi wéwczas do penetracji warstw korowych, tworzenia rozgalgzien, two-
rzenia polaczen synaptycznych [318, 319]. W przypadku projekcji przedmu-
rzowo-korowej sa to przede wszystkim potaczenia synaptyczne z neuronami IV
warstwy korowej [419]. Funkcjonowanie polaczef rozpoczyna si¢ po osiagnigciu
dojrzatos$ci przez populacje neuronéw projekcyjnych oraz interneuronéw przed-
murza.

Na podstawie przeprowadzonych badaf, nie stwierdzitem istotnych zmian
dotyczacych uksztaltowania badanej strefy projekcyjnej w przedmurzu. Uksztal-
towanie przestrzenne strefy projekcyjnej przedmurza wyprzedza niejako moment
osiagniecia maksymalnej gestosci neuronéw projekcyjnych. Swiadczy to
0 wczesnym przygotowaniu topograficznym badanej strefy projekcyjnej do
podjecia funkcji zwigzanej z oddziatywaniem na czynno$¢ kory somatosenso-
rycznej. Topograficzne uporzadkowanie potfaczen przedmurza z okreslonymi
obszarami korowymi moze by¢ tlumaczone z jednej strony oddziatywaniem
zréznicowanych czynnikéw chemotaktycznych, z drugiej za$, wykorzystaniem
zstgpujacej projekcji korowo-przedmurzowej jako rusztowania dla projekcji
wstepujacej, do odpowiednich obszaréw korowych. Koncepcja przedmurzowo-
korowej petli neuronalnej wskazuje strefe projekcyjna przedmurza jako poczatek
i koniec odpowiednich ramion wstgpujacych i zstgpujacych w danej projekcji
[334]. Mogtoby to odpowiadaé hipotezie ,,wyciagnigtej reki” (ang. handshake
hypothesis) wprowadzonej dla wyjasnienia topografii w potaczeniach wzgérzo-
wo-korowych [316, 319]. Istotna rol¢ odgrywaja oddzialywania czynnikéw tro-
ficznych, zawartych w aksonach neuronéw projekcyjnych, jak i uwalnianych
przez neurony kory mézgu. Mozna przypuszczad, ze podobnie jak w przypadku
polaczen wzgdérzowo-korowych, wptyw kory mézgu moze by¢ zréznicowany,
w zalezno$ci od obszaru oraz wieku zwierzgcia, pozwalajac na wzrost aksonéw
i penetracj¢ kolejnych warstw korowych, tworzenie rozgatezien i formowanie
synaps [317-319]. Poczatkowa faza tego procesu jest zalezna od substancji znaj-
dujacych si¢ w przestrzeni migdzykomodrkowej, jak netryny czy semaforyny [49,
102, 304], a takze od mechanizméw genetycznych [90, 91, 274]. Dalsze etapy
zaleza od obecnos$ci czynnikéw chemotropowych uwalnianych przez neurony
potozone w miejscu docelowym dla danej projekcji [317].

Proces dojrzewania przedmurza, bgdacy szeregiem zmian o charakterze ilo-
sciowym i jako$ciowym, zachodzacych w populacji neuronéw projekcyjnych,
interneuronéw oraz w ukladzie synaptycznym, koncentruje si¢ gléwnie
w okresie pierwszych czterech tygodni zycia szczura. Wystgpowanie zmian
w tym samym okresie czasu, a takze w wielu przypadkach, podobne wzorce
dynamiczne dojrzewania, moga wskazywa¢ na wzajemne zaleznosci pomiedzy
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procesami zachodzacymi w obu populacjach neuronalnych i uktadzie synaptycz-
nym.

Przedstawione wyniki wskazuja na krytyczne znaczenie najwcze$niejszego
okresu zycia zwierzecia dla prawidtowego uksztaltowania morfologicznego
i biochemicznego badanej struktury o$rodkowego uktadu nerwowego.
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6.

PODSUMOWANIE WYNIKOW I WNIOSKI

Przedmurze, w momencie urodzenia, jest struktura niedojrzata morfologicz-
nie, a proces jego dojrzewania jest kontynuowany w okresie pourodzenio-
wym.

Wskazuja na to zmiany iloSciowe obserwowane w zrdéznicowanej pod
wzgledem immunocytochemicznym populacji interneuronéw, a takze w po-
pulacji neuronéw projekcyjnych oraz w zawartosci biatka synaptycznego
SNAP-25. Ponadto, $wiadcza o tym zmiany zréznicowania ksztattu neuro-
néw 1 struktury neuropilu.

Ocena zmian zachodzacych w populacji interneuronéw, neuronéw projek-
cyjnych oraz w ekspresji bialka synaptycznego SNAP-25 pozwala rozréznic¢
zmiany, ktérych poczatek ma miejsce w okresie przedurodzeniowym oraz
zZmiany rozpoczynajace si¢ po urodzeniu.

W okresie przedurodzeniowym w przedmurzu rozpoczyna si¢ ekspresja
wszystkich badanych neuropeptydéw (neuropeptydu Y, somatostatyny, wa-
zoaktywnego peptydu jelitowego) oraz dwu sposrdd trzech badanych biatek
wigzacych wapn (kalbindyny D28k i kalretyniny). Pojawiaja si¢ niektdre ty-
py kolokalizacji (NPY/NOS, SOM/NOS, VIP/CR). Rozpoczyna si¢ ponadto
ekspresja bialka synaptycznego SNAP-25 oraz ksztattowanie neuropilu. Do
najwazniejszych zmian obserwowanych w okresie pourodzeniowym nalezy
zaliczy¢ poczatek ekspresji parwalbuminy, pojawienie si¢ pozostatych typow
kolokalizacji (NPY/CB, NPY/CR, NPY/PV, SOM/CB), zmiany gg¢stosci
numerycznej populacji interneuronéw oraz neuronéw projekcyjnych, a po-
nadto — zmiany wielkosci ekspresji biatka synaptycznego SNAP-25.

Wisréd badanych populacji neuronéw zawierajacych neuropeptydy oraz bial-
ka wiazace wapn stwierdzono réznice w dynamice dojrzewania w okresie
postnatalnym.

Wazrost ggsto$ci numerycznej neuronéw zaobserwowano w populacjach za-
wierajacych NPY, VIP, a takze CR oraz PV. Nie stwierdzono istotnych
zmian gestosci neuronéw zawierajacych SOM. W populacji neuronéw CB-ir
zaobserwowano przejsciowe zmniejszenie gestosci zachodzace w ciagu dru-
giego tygodnia zycia.

Obserwowane zmiany wskazuja na odrgbnosci proceséw regulujacych eks-
presje badanych neuropeptydéw oraz biatek wiazacych wapn podczas doj-
rzewania przedmurza.
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4. Badane substancje wykazuja réznego typu kolokalizacje w neuronach
przedmurza.

Stwierdzono obecnos¢ kolokalizacji neuropeptydu Y z trzema biatkami wia-
zacymi wapn (NPY/CB, NPY/CR, NPY/PV) oraz z syntaza tlenku azotu
(NPY/NOS). Somatostatyna wykazuje kolokalizacje z jednym z badanych
biatek wiazacych wapn (SOM/CB), a takze z syntaza tlenku azotu
(SOM/NOS). Wazoaktywny peptyd jelitowy kolokalizuje z kalretyning
(VIP/CR).

Obecno$¢ wielu typéw kolokalizacji przemawia za znacznym zréznicowa-
niem czynno$ciowym populacji interneuronéw przedmurza. Poszczegdlne
typy kolokalizacji pojawiaja si¢ na $cisle okreSlonych etapach dojrzewania
badanej struktury.

5. Polaczenia przedmurzowo-korowe, jakkolwiek sa juz obecne w okresie
postnatalnym, podlegaja w tym czasie zmianom jako$ciowym i ilo§ciowym.

Obserwuje si¢ przejsciowy wzrost gestosci neurondéw projekcyjnych, wyste-
pujacy po uptywie dwéch tygodni zycia oraz stopniowe zwigkszanie rézno-
rodnosci ksztattu tych neuronéw.

6. Przebieg zmian ekspresji biatka synaptycznego SNAP-25 podczas dojrzewa-
nia przedmurza odpowiada okresowi zmian ilo§ciowych i jakosciowych za-
réwno w populacji interneuronéw, jak i neuronéw projekcyjnych. Wskazuje
to na jednoczasowe dojrzewanie gtéwnych sktadnikéw morfologicznych
przedmurzowo-korowej petli neuronalne;j.

7. Dojrzewanie przedmurza jest procesem wieloetapowym, rozciagajacym sig
w okresie przed- i pourodzeniowym. Na podstawie uzyskanych wynikéw
mozna stwierdzi¢, ze zasadniczy jego etap, dotyczacy ksztattowania popula-
cji interneuronéw, neuronéw projekcyjnych oraz uktadu synaptycznego, za-
chodzi w ciagu pierwszego miesigca zycia zwierzgcia.
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7. STRESZCZENIE

Przedmurze jest duza strukturg kresomézgowia ssakdw, ktéra potaczona jest
bogatym systemem dwukierunkowych projekcji przede wszystkim z wieloma
obszarami kory nowej. Wyniki dotychczasowych badan wskazuja na integracyj-
na funkcje tej struktury w stosunku do licznych obszaréw korowych. O ile bu-
dowa i potaczenia przedmurza zostaty doktadnie zbadane u dojrzatych przedsta-
wicieli r6znych gatunkéw ssakéw, o tyle rozwdj i dojrzewanie przedmurza oraz
ksztattowanie jego polaczen poznane zostaty fragmentarycznie. Osiagnigcie doj-
rzato$ci czynnoéciowej przedmurza zachodzi po zakonczeniu proceséw rozwoju
1 dojrzewania, przebiegajacych zaréwno w okresie pre- jak i postnatalnym. Wy-
mienione procesy obejmuja mi¢dzy innymi ksztaltowanie: 1/ populacji interneu-
ronéw, 2/ neuronéw projekcyjnych oraz 3/ uktadu synaptycznego.

Celem pracy byta préba oceny charakteru i dynamiki zmian morfologicz-
nych zachodzacych w populacji interneuronéw, a takze neuronéw projekcyjnych
przedmurza oraz zmian w ekspresji biatka synaptycznego SNAP-25, w okresie
dojrzewania szczura. Ponadto, podj¢te badania miaty na celu okreslenie prze-
dzialu czasu, w ktoérym ksztattuja si¢ dojrzate morfologicznie populacje neuro-
nalne, a takze uktad synaptyczny przedmurza.

Materiat badawczy stanowita grupa 245 szczuréw rasy Wistar, obojga pici.
Zwierzgta podzielono na grupy w zaleznos$ci od wieku. Badania prowadzono
w okresie obejmujacym pierwsze cztery miesiace zycia.

Metody badawcze obejmowaly: badania immunocytochemiczne, badania
oparte na wstecznym transporcie aksonalnym znacznika fluorescencyjnego oraz
technik¢ immunoblottingu biatka (Western blotting). Przedmiotem analizy im-
munocytochemicznej byla ocena wystgpowania trzech neuropeptydéw: somato-
statyny (SOM), neuropeptydu Y (NPY), wazoaktywnego peptydu jelitowego
(VIP) oraz trzech biatek wiazacych waph: parwalbuminy (PV), kalbindyny
D28K (CB) i kalretyniny (CR) w neuronach przedmurza. Ponadto metoda po-
dwdjnego znakowania immunocytochemicznego oceniano kolokalizacj¢ wyzej
wymienionych neuropeptydéw z biatkami wiazacymi wapn, a takze z forma
neuronalng syntazy tlenku azotu (nNOS). Metoda wstecznego transportu akso-
nalnego znacznika fluorescencyjnego (Fluoro-Gold) oceniono zmiany morfolo-
giczne w populacji neuronéw projekcyjnych przedmurza, posiadajacych pota-
czenia z kora somatosensoryczna. Stosujac metod¢ immunoblottingu (Western
Blotting) oceniono zawartos¢ biatka synaptycznego SNAP-25.
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Uzyskane wyniki analizowano jakosciowo oraz ilosciowo, stosujac obiek-
tywne metody morfometryczne. Korzystano w tym celu z mikroskopu fluore-
scencyjnego, wspolpracujacego z systemem konfokalnym oraz z systemu do
analizy stereologiczne;j.

Wszystkie badane neuropeptydy wystepuja w interneuronach przedmurza
w catym okresie obserwacji. Wéréd populacji interneuronéw zawierajacych neu-
ropeptydy (-ir), wykazano wzrost ggstoS§ci numerycznej neuronéw NPY-
1 VIP-ir w okresie pourodzeniowym. Maksymalne warto$ci ggstosci populacje te
osiagaja odpowiednio w drugim oraz trzecim tygodniu zycia. Ggsto$¢ neuronéw
SOM-ir w przedmurzu nie wykazuje istotnych zmian.

Wirdd interneurondéw zawierajacych biatka wiazace wapn stwierdzono row-
niez charakterystyczne zréznicowanie procesu dojrzewania. Neurony CB- i CR-
ir wystgpuja we wszystkich grupach wiekowych, podczas gdy neurony PV-ir —
dopiero poczynajac od dziesiatego dnia po urodzeniu. Ggsto$S¢ numeryczna neu-
ronéw zawierajacych CB-ir wykazuje przejSciowy spadek w ciagu drugiego
tygodnia zycia. W populacji neuronéw CR- oraz PV-ir stwierdza si¢ wzrost ge-
stosci, osiagajacy maksimum w trzecim tygodniu po urodzeniu.

Stosujac podwdjne barwienia immunocytochemiczne stwierdzono obecno$¢
kolokalizacji neuropeptydu Y z trzema biatkami wigzacymi wapn: kalbindyna,
kalretyning, parwalbuming, a takze z syntaza tlenku azotu w neuronach przedmu-
rza. Kolokalizacja somatostatyny zachodzi z kalbindyna, a ponadto z syntaza
tlenku azotu. Stwierdzono obecno$¢ kolokalizacji wazoaktywnego peptydu jeli-
towego wytacznie z kalretynina.

Wykazano zréznicowanie momentéw pojawienia si¢ typéw kolokalizacji
w dojrzewaniu przedmurza. W dniu urodzenia stwierdzono wystgpowanie kolo-
kalizacji: NPY/NOS, SOM/NOS oraz VIP/CR. Kolokalizacja NPY/CB wystepu-
je poczynajac od czwartego dnia po urodzeniu. Po uptywie tygodnia pojawiaja
si¢ kolokalizacje NPY/CR oraz SOM/CB. Po uptywie dwdch tygodni spotyka sig
kolokalizacje NPY/PV.

Zaznacza sig¢ zréznicowanie dynamiki dojrzewania typow kolokalizacji.
Wzrost warto$ci odsetka podwdjnie znakowanych neuronéw wraz z wiekiem
stwierdza si¢ w : NPY/CB, NPY/CR, NPY/NOS oraz SOM/CB i VIP/CR.

Ocena morfologiczna populacji neuronéw projekcyjnych przedmurza wska-
zuje na obecno$¢ polaczen tej struktury z kora somatosensoryczng juz
w najwczesniejszym okresie pourodzeniowym. Badania gestoSci numerycznej
neuronéw projekcyjnych wykazuja przejsciowy wzrost wartosci, osiagajacy
maksimum po uplywie dwéch tygodni.
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Zaréwno w populacji interneuronéw, jak i neuronéw projekcyjnych przed-
murza, w badanym okresie zachodza zmiany morfologiczne dotyczace wzboga-
cenia réznorodnosci ksztattéw neuronéw. Obserwuje si¢ takze dojrzewanie neu-
ropilu.

Obecno$¢ biatka synaptycznego SNAP-25 stwierdzono we wszystkich gru-
pach wiekowych. W ciagu drugiego i trzeciego tygodnia Zycia wystgpuje wzrost
zawartosci SNAP-25. W dalszym okresie dojrzewania zaznacza si¢ spadek za-
wartosci tego biatka, a nast¢pnie stabilizacja, charakteryzujaca okres dojrzaty.

Na podstawie uzyskanych wynikéw nalezy stwierdzi¢, ze przedmurze
w chwili urodzenia jest struktura niedojrzata morfologicznie. W okresie pouro-
dzeniowym zachodzi w nim szereg proceséw begdacych zaréwno kontynuacja
zjawisk rozpoczetych w okresie zycia plodowego, jaki i rozpoczynajacych si¢ po
urodzeniu. Wéréd interneurondéw przedmurza zaznaczaja si¢ réznice w dynamice
dojrzewania poszczegdlnych subpopulacji, zréznicowanych pod wzgledem za-
wartosci neuromodulatoréw oraz biatek wiazacych wapn. Pojawienie si¢ okre-
slonych typow kolokalizacji w réznym okresie dojrzewania, moze $wiadczy¢
o istnieniu zréznicowanych mechanizméw regulujacych ekspresj¢ badanych
substancji w interneuronach przedmurza.

Podobny we wszystkich grupach wiekowych schemat budowy przedmurzo-
wej strefy projekcyjnej oraz wczesne powstanie polaczen przedmurzowo-
korowych, wskazuja na istotne znaczenie wptywu omawianej struktury na funk-
cje zwiazanych z nig obszaréw korowych.

Zmiany jako$ciowe i ilo$ciowe zachodzace w populacji neuronéw projek-
cyjnych przedmurza oraz w zawartos$ci biatka synaptycznego SNAP-25, wskazu-
ja na kontynuacj¢ dojrzewania potaczen w obrgbie przedmurzowo-korowej petli
neuronalnej w okresie pourodzeniowym.

Koncentracja zjawisk zwiazanych z dojrzewaniem populacji interneurondw,
neurondéw projekcyjnych oraz uktadu synaptycznego w ciggu pierwszego miesia-
ca zycia wskazuje na decydujace znaczenie tego okresu dla uksztaltowania doj-
rzatego pod wzgledem cech morfologicznych oraz zdolno$ci do wypetniania
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 10" 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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