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+ Analiza zmian ultrastrukturalnych odcinka CA, rogu Amona u chomika
mongolskiego po przebytym incydencie niedokrwiennym byta przedmiotem
wielu wczesdniejszych badan (Kirino 1982; Kirino, Sano 1984; Kirino i wsp.
1985, Suzuki i wsp. 1985; Mossakowski i wsp. 1986, 1989). W badaniach tych
wykazano, ze w modelu do$wiadczalnego niedokrwienia mézgu, mieszczacego
sie w granicach odwracalnosci zmian tkankowych, wybiércze uszkodzenie
neuronéw piramidowych odcinka CA, jest procesem rozwijajacym sie wolno
i ujawniajgcym sie po uptywie 3—5 dni. Zanik neuronéw okre$lony nazwa
opOznionej $mierci komorki (delayed neuronal death) poprzedzony jest ich
wzmozong aktywnos$cig bioelektryczna, przypadajacg na pierwszg dobe po
niedokrwieniu (Suzuki i wsp. 1983). Zjawisko to wigze sie zazwyczaj z ekscyto-
toksycznym dziataniem aminokwasowych neuroprzekaznikow. Spostrzezenia
te sugerowa¢ moga istotng role synaps w regulacji poniedokrwiennych
proceséw patologicznych.

Zmiany ultrastrukturalne obserwowane we wczesniejszych badaniach wias-
nych (Mossakowski i wsp. 1989) sktonity nas do podjecia szczegdtowej analizy
obrazu mikroskopowo-elektronowego synaps we wszystkich kolejnych warst-
wach odcinka CA, (stratum oriens, pyramidale, radiale, lacunosum-moleculare
i moleculare) wytwarzanych przez zakonczenia aksonalne o zrdznicowanym
pochodzeniu i charakteryzujacych sie obecnoscig rdznych substancji neuro-
przekaznikowych (Gajkowska i wsp. 1988). Przedmiotem przedstawionej
obecnie czesci pracy jest ultrastruktura synaps we wczesnym okresie poniedo-
krwiennym obejmujacym faze hiperaktywnosci bioelektrycznej komérek pira-
midowych.
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MATERIAL | METODY

Badania wykonano na 10 3-miesiecznych chomikach mongolskich, u kté-
rych w narkozie wziewnej (2% narkotan w ukladzie otwartym w mieszaninie
gazowe] skladajacej sie z 70% azotu i 30% tlenu) wywotano niedokrwienie
przodomdzgowia przez zacisniecie tetnic szyjnych wspolnych przy uzyciu
klipsow Heifetzg na okres 7,5 min. Po zabiegu zwierzeta pozostawiano
w warunkach hodowlanych na okres 12 (I grupa doswiadczalna) lub 24
godziny (Il grupa doswiadczalna). Po tym czasie wykonywano im w narkozie
eterowej przezsercowg perfuzje aldehydem glutarowym.

Materiat kontrolny stanowito 5 zdrowych 3-miesiecznych chomikéw mon-
golskich, u ktorych <w sposob identyczny jak u zwierzat doSwiadczalnych
wykonywano przezsercowg perfuzje aldehydem glutarowym. Sposéb pobiera-
nia i przeprowadzania materiatu biologicznego do badan w mikroskopie
elektronowym zostat doktadnie opisany w poprzedniej pracy (Gajkowska
i wsp. 1988).

WYNIKI

| Grupa doswiadczalna (12 godzin po niedokrwieniu)

1. Stratum pyramidale. Niektdre neurony piramidowe wykazujg tu nieznacz-
ne zmiany w obrazie mikroskopowo-elektronowym. Majg one niewielkie
nasilenie i dotyczg pojedynczych mitochondriow wykazujacych cechy obrzmie-
nia. W perykarialnej cytoplazmie neurondw i ich dendrytach spotyka sie takze
pojedyncze, elektronowo-przezierne wakuole oraz liczne lizosomy (rye. 1, 21 3).
Zawarte w tej warstwie interneurony stosunkowo czesto sa obrzmiate. Cechy
obrzmienia wykazuje zaréwno cytoplazma komérek, jak réwniez poszczegbline
mitochondria. Poza tym w interneuronach stwierdza sie zwiekszenie ilosci
widknistych elementéw cytoskeletonu oraz obecno$¢ polimorficznych lizoso-
moéw (ryc. 4). Synapsy o typie symetrycznym, znajdujgce sie na powierzchni
neuronéw piramidowych i interneurondw oraz na ich dendrytach, nie wykazu-
ja zmian w obrazie ultrastrukturalnym. Natomiast w neuropilu, w okolicy
neuronéw piramidowych, niektore kolbki presynaptyczne charakteryzujg sie
obrzmieniem aksoplazmy oraz niewielkg iloScig pecherzykéw synaptycznych.
Wiele odcinkéw postsynaptycznych wykazuje roéwniez cechy obrzmienia.
W licznych dendrytach obserwuje sie elektronowo-przezierna cytoplazme
podstawowg oraz wakuole (ryc. 3 i 5). W neuropilu tej warstwy, zwlaszcza
w okolicach przynaczyniowych, spotyka sie astrocyty z obrzmiatg cytoplazma
perykarialng i wypustkowg (ryc. 5).

2. Stratum oriens. W warstwie tej sktadajgcej sie z aksondw oraz dendrytow
podstawnych neuronéw piramidowych i zakonczen komorek ziarnistych, jak
rowniez z wypustek interneurondw i ich zakonczen potozonych na dendrytach
neurondw piramidowych, obserwuje sie stosunkowo niewielkie zmiany ultra-
strukturalne dotyczace nielicznych kolbek presynaptycznych. Polegajg one na
rozrzedzeniu aksoplazmy, zmniejszeniu ilosci pecherzykdéw synaptycznych oraz
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Rye. I. | grupa dos$wiadczalna. Stratum pyramidale. Fragmenty dwoch komorek piramidowych (P)
pokrytych gesto synapsami o prawidtowym obrazie ultrastrukturalnym. W cytoplazmie komérek
niektére mitochondria (M) obrzmiate, oraz liczne lizosomy. Pow. 15000x
Fig. 1. | experimental group. Stratum pyramidale. Fragments of two pyramidal neurons (P) densely
covered with unchanged synapses. In the cytoplasm some swollen mitochondria (M) and
numerous lysosomes. x 15 000
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Ryc. 2. | grupa doswiadczalna. Stratum pyramidale. Fragment dendrytu komorki piramidowej

(D). W cytoplazmie liczne neurotubule i neurofilamenty oraz elektronowo-przezierne wakuole

(V). Obecne sg obrzmiate wypustki interneuronéw (I) zawierajace polimorficzne lizosomy (L).

Synapsy zawarte w otaczajacym neuropilu wykazujg prawidtowy obraz ultrastrukturalny (strzat-
ka). Pow. 29000 x

Fig. 2. | experimental group. Stratum pyramidale. Fragment of dendrite of pyramidal neuron (D).

In cytoplasm numerous neurotubules, filaments and electron-lucent vacuoles (V). Note swollen

processes of interneurons (l), containing polimorphic lysosomes (L). Unchanged synapses are
present in neuropil (arrow), x 29000
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Ryc. 3. | grupa doswiadczalna. Stratum pyramidale. Fragment neuronu piramidowego. W cytopla-

zmie obecne obrzmiate mitochondria. Synapsy o typie symetrycznym pokrywajace neuron

(strzatki) wykazujg prawidtowg ultrastrukture. W neuropilu niektére synapsy typu asymetryczne-
go (ax) wykazujg obrzmiate odcinki pre- i postsynaptyczne. Pow. 29 000 x

Fig. 3. | experimental group. Stratum pyramidale. In the cytoplasm of pyramidal neuron swollen

mitochondria are present. Unchanged symmetric synapses cover pyramidal neuron body (arrows).

In neuropil some asymmetric synapses (ax) are swollen in both pre- and postsynaptic areas, x 29 000
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Ryc. 4. | grupa doswiadczalna. Stratum pyramidale. Obrzmiaty interneuron z wypustkami (I).

W cytoplazmie widoczne obrzmiate mitochondria (M), polimorficzne lizosomy i wiokniste

elementy cytoskeletonu. Synapsy znajdujace sie na perykarionie interneuronu oraz w neuropilu
wykazujg prawidtowg ultrastrukture. Pow. 12500 x

Fig. 4. | experimental group. Stratum pyramidale. Swollen interneuron with processes (I). Swollen

mitochondria (M), polimorphic lysosomes and abundant cytosekeleton elements are present in the

cytoplasm. Synapses on interneuron body and in neuropil show normal ultrastructure, x 12 500
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Ryc. 5. | grupa doswiadczalna. Stratum pyramidale. Obrzmiate wypustki astrocytarne (A)
zaciskajgce Swiatto naczynia. W neuropilu widoczne obrzmiate dendryty (D). Synapsy o prawidio-
wym obrazie ultrastrukturalnym. Pow. 12 500x
Fig. 5. | experimental group. Stratum pyramidale. Swollen astrocytic processes (A) are present in
perivascular area. Swollen dendrites (D) are visible in neuropil. Synapses with normal ultrastruc-
ture. <12 500
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Ryc. 6. | grupa doswiadczalna. Stratum oriens. Niektére kolbki presynaptyczne obrzmiate (S)
z niewielkg iloscig pecherzykéw synaptycznych i elektronowo-pustymi wakuolami. Pojedyncze
obrzmiate dendryty (D). Pow. 22 500 x
Fig. 6. | experimental group. Stratum oriens. Some swollen presynaptic boutons containing small
number of synaptic vesicles and electron-lucent vacuoles (S). Some swollen dendrites (D) are
visible, x 22 500
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Ryc. 7. | grupa doswiadczalna. Stratum oriens. Widoczne r6znego stopnia obrzmienie pojedyn-
czych kolbek presynaptycznych (S) potozonych ws$rdéd synaps o niezmienionej ultrastrukturze.
Pow. 29000 x
Fig. 7. | experimental group. Stratum oriens. Some presynaptic boutons with varying degree of
swelling (S) are visible between normal synapses, x 29 000
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pojawianiu sie elektronowo-przeziernych wakuoli (ryc. 6 i 7). Wiekszos¢
wystepujacych potaczen synaptycznych nie wykazuje jednak zmian ultrastruk-
turalnych. Poza tym obserwuje sie podobnie jak w stratum pyramidale znaczne
obrzmienie okotonaczyniowych wypustek astrocytow.

3. Stratum radiale. Warstwa ta, zbudowana ze szczytowych dendrytow
neuronéw piramidowych, zawiera takze nieliczne zakonczenia synaptyczne
nalezace do kolaterali Schaffera, interneuronéw oraz wiokien pochodzacych
z zakretu zebatego. Wszystkie obserwowane w tej warstwie synapsy wykazujg
niezmieniong ultrastrukture zaréwno w odcinkach pre-, jak postsynaptycz-
nych (ryc. 8). Niekiedy tylko w poszczeg6lnych synapsach obserwuje sie
obecno$¢ pojedynczych, obrzmiatych mitochondriéw (ryc. 9).

4. Stratum lacunosum-moleculare. W warstwie tej na dendrytach wierzchot-
kowych neurondéw piramidowych obecne sg zakonczenia widkien spoidtowych,
kolaterali Schaffera oraz interneuronéw. Interneurony tworza réwniez pomie-
dzy sobg synapsy ,,en passant”. Wiekszo$¢ obserwowanych synaps w odcinku
presynaptycznym zaréwno na dendrytach, jak réwniez w neuropilu, wykazuje
znaczne obrzmienie. Aksoplazma ich jest jasna, ilos¢ pecherzykéw synaptycz-
nych wystepujacych przewaznie w skupieniach jest mniejsza; pojedyncze mito-
chondria sg obrzmiate. Dotyczy to zar6wno synaps typu symetrycznego, jak
i asymetrycznego. Zachowany jest jednak Scisty kontakt pomiedzy odcinkiem
pre- i postsynaptycznym (ryc. 10). W warstwie tej spotyka sie takze obrzmiale,
okotonaczyniowe wypustki astrocytarne.

5. Stratum moleculare. Oprécz wyzej podanych struktur morfologicznych
wchodzgcych w skiad stratum lacunosum-moleculare znajdujg sie tu dodatkowo
zakonczenia wiokien nerwowych pochodzacych z kory entorynalnej. Obrazy
ultrastrukturalne synaps nie réznia sie od opisanych powyzej. Oprécz synaps
0 prawidtowej budowie ultrastrukturalnej, wiele synaps wykazuje cechy
znacznego obrzmienia (ryc. 11).

Il Grupa doswiadczalna (24 godz. po niedokrwieniu)

1. Stratum pyramidale. Pojedyncze neurony piramidowe wykazujg w tym
okresie cechy morfologiczne sugerujagce ich wzmozong aktywnos$¢. Cechuje je
obecno$¢ obfitej siateczki Srodplazmatycznej ziarnistej i dobrze rozwinietego
kompleksu Golgiego oraz liczne mitochondria, lizosomy i polirybosomy.
Obficie wystepujg rowniez wiokniste elementy cytoskeletonu. Na perykario-
nach komorek oprécz ultrastrukturalnie niezmienionych synaps, wystepujg
réwniez synapsy o przejasnionej aksoplazmie (ryc. 12). Stosunkowo liczne
neurony piramidowe wykazuja jednakze zaawansowane nieprawidtowosci
obrazu mikroskopowo-elektronowego. Wystepuja one przede wszystkim w ob-
szarze cytoplazmy. Obserwuje sie tu dezintegracje siateczki $rodplazmatycznej
ziarnistej i polirybosomow. Pojawiajg sie takze mate skupiska elektronowo-
-gestego nieobtonionego, ziarnistego materiatu identyfikowanego ze ztogami
wapnia. Mitochondria w tak zmienionych neuronach majg na og6t prawidto-
wa budowe, niektdére tylko wykazujg cechy obrzmienia (ryc. 13). Synapsy
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Ryc. 8. | grupa doswiadczalna. Stratum radiale. Fragment dendrytu szczytowego (D) neuronu
piramidowego o prawidtowej budowie oraz neuropil sktadajacy sie z synaps ultrastrukturalnie
niezmienionych. Pow. 45 000 x
Fig. 8. | experimental group. Stratum radiale. Fragment of apical dendrite (D) of pyramidal
neuron revealing entirely normal ultrastructure. Unchanged synapses are present in neuropil.

x45 000 *
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Ryc. 9. | grupa doswiadczalna. Stratum radiale. W neuropilu widoczne synapsy z obrzmiatymi
pojedynczymi mitochondriami (M). Pow. 37 500 x
Fig. 9. I experimental group. Stratum radiale. Synapses occasionally containing swollen mitochon-
dria (M) arej/isible in neuropil, x 37 500
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Ryc. 10. | grupa doswiadczalna. Stratum lacunosum-moleculare. Widoczne potaczenia akso-
-dendrytyczne (S) oraz akso-aksonalne (Sl). Niektére wykazujg obrzmienie w czesciach presynap-
tycznych. Pow. 36 000 x
Fig. 10. | experimental group. Stratum lacunosum-moleculare. Axo-dendritic (S) and axo-
-axonal (SI) synapses are visible. Some of them show swelling in presynaptic areas, x 36000
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Rye. 11. | grupa doswiadczalna. Stratum moleculare. W neuropilu widoczne sg asymetryczne
synapsy akso-dendrytyczne o prawidtowej w wiekszosci ultrastrukturze (S) lub obrzmiate w czesci
presynaptycznej (S,). Pow. 52 500 x
Fig. 11. | experimental group. Stratum moleculare. Asymmetric axo-dendritic synapses with
predominantly normal ultrastructure (S) and some swollen in presynaptic parts (S,) are visible in
neuropil, x 52 500
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12. Il grupa doswiadczalna. Stratum pyramidale. Fragmenty dwoch neuronéw piramidowych
(P). Pomiedzy nimi zawarte sg synapsy ze zrOznicowanag zawartoscig pecherzykéw (S). Pow.
25000 x

Ir29. 12. 1l experimental group. Stratum pyramidale. Fragments of two pyramidal neurons (P) with
synapses located between them. Note varying content of synaptic vesicles (S). x25 000
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Ryc. 13. 1l grupa doswiadczalna. Stratum pyramidale. Fragment zmienionego neuronu piramido-
wego. W cytoplazmie widoczna dezintegracja siateczki $rédplazmatycznej ziarnistej i poliryboso-
mow. Strzatki pokazujgq skupienia materiatu elektronowo-gestego. Synapsy (S) o prawidiowej
ultrastrukturze. Pow. 25000 x
Fig. 13. 1l experimental group. Stratum pyramidale. Fragment of altered pyramidal neuron.
Disintegration of granular endoplasmic reticulum and polyribosomes. Arrows point to aggrega-
tion of electron dense material. Synapses (S) with normal ultrastructure, x 25 000
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Ryc. 14. 1l grupa doswiadczalna. Stratum pyramidale. Fragment neuropilu o prawidtowym obrazie
ultrastrukturalnym potaczen akso-dendrytycznych i pozostatych elementéw tkankowych. Pow.
25000 x
Fig. 14. Il experimental group. Stratum pyramidale. Fragment of neuropil exhibiting normal
ultrastructure of both axo-dendritic synapses as well as other tissue elements, x 25 000
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Ryc. 15. 11 grupa doswiadczalna. Stratum oriens. Na podtuznych i poprzecznych przekrojach
dendrytéw podstawnych neuronéw piramidowych (D) widoczne sg obrzmiate mitochondria oraz
liczne rybosomy. Synapsy wykazujg prawidtowg ultrastrukture. Pow. 25000 x
Fig. 15. Il experimental group. Stratum oriens. Longitudinal and transverse profiles of basic
dendrites (D) of pyramidal neurons exhibiting swollen mitochondria and abundant ribosomes.
Synapses unchanged, x 25 000.
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Ryc. 16. 1l grupa do$wiadczalna. Stratum radiale. Dendryt szczytowy neuronu piramidowego (D).
Synapsy w neuropilu w wiekszosci wykazuja prawidtowa ultrastrukture. Niektére z nich (S)
wykazujg cechy obrzmienia. Pow. 25000 x
Fig. 16. 1l experimental group. Stratum radiale. Apical dendrite (D) of pyramidal neuron. Majority
of synapses on dendrite are normal. Occasional synapses in neuropil exhibiting considerable
swelling (S). x 25000
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Ryc. 17. Il grupa doswiadczalna. Stratum lacunosum-moleculare. W neuropilu widoczne sg
obrzmiate wypustki astrocytow (A) oraz obrzmiate dendryty (D). W ich cytoplazmie wystepuja
elektronowo-przezierne wakuole (V) badz obrzmiate mitochondria (M). Na kolcach dendrytycz-
nych (d) oraz w neuropilu obecne sg niezmienione kolbki presynaptyczne. Pow. 25000 x
Fig. 17. IT experimental group. Stratum lacunosum-moleculare. Swollen astrocytic processes (A)
and dendrites (D) are visible in neuropil. Electron-lucent vacuoles (V) and swollen mitochondria
(M) are present in their cytoplasm. Unchanged axo-spinal synapses (d) are present in neu-
ropil. x 25 000
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Ryc. 18. Il grupa doswiadczalna. Stratum moleculare. Widoczne dwa przekroje poprzeczne,
dendrytéw o prawidtowej ultrastrukturze (D) oraz jeden zmieniony (DJ z przejasniong cytoplaz-
mg zawierajacg wakuole (V). Wchodzace z nim w kontakt kolbki synaptyczne (S) nie wykazujg
nieprawidtowosci ultrastrukturalnych. Pow. 75000 x
Fig. 18. Il experimental group. Stratum moleculare. Two transverse profiles of dendrites (D) with
normal ultrastructure and one (D*), exhibiting electron-lucent cytoplasm. Some vacuoles (V) are
visible. Note ultrastructurally unchanged synapses (S). x 75000
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obecne w tej warstwie w wiekszosci zachowujg prawidtowy obraz ultrastruktu-
ralny. Przewaznie zawierajg one duzg ilos¢ pecherzykéw synaptycznych (ryc.
14). Interneurony w tym okresie nie wykazujg nieprawidtowosci ultrastruktu-
ralnych.

2. Stratum oriens. Wiele zawartych w tej warstwie dendrytéw podstawnych
neuronéw piramidowych charakteryzuje sie nagromadzeniem duzych, obrzmia-
tych mitochondriéow, znacznag ilosScig luzno lezacych pojedynczych rybo-
soméw oraz obecnoscig figur mielinowych. Wiekszo$¢ synaps tej warstwy
wykazuje prawidtowa ultrastrukture. Czes¢ z nich odznacza sie zwiekszong
iloscig pecherzykéw synaptycznych (ryc. 15).

3. Stratum radiale. W wiekszosci obserwowanych w tej warstwie synaps
jedynga spotykang nieprawidtowoscig jest obecnos¢ obrzmiatyh mitochondriéw
oraz zmienna ilos¢ pecherzykéw synaptycznych (ryc. 16). Poza tym synapsy
wykazujg prawidlowy obraz ultrastrukturalny.

4. Stratum lacunosum-moleculare. Oprécz dendrytdw o prawidtowym
obrazie ultrastrukturalnym obecne sg tu stosunkowo liczne obrzmiate dendry-
ty o elektronowo-przeziernej cytoplazmie z licznymi wakuolami. Charaktery-
Zujg je przy tym dobrze zachowane elementy cytoskeletonu.

Niektore z widocznych w nich mitochondriéw wykazujg cechy obrzmienia.
Charakterystyczne dla tej okolicy liczne niesymetryczne synapsy aksonalno-
-kolcowe wykazujg prawidtowi! ultrastrukture, nawet w tych przypadkach, gdy
kolce zwigzane sg z nieprawidtowymi dendrytami. Podobnie, pozostate
kontakty synaptyczne widoczne w tej warstwie nie wykazuja mikroskopowo-
-elektronowych nieprawidtowosci. Zwraca uwage natomiast obecno$¢ obrzmia-
tych wypustek astrocytarnych (ryc. 17).

5. Stratum moleculare. W warstwie tej, podobnie jak w poprzedniej, wsrod
dendrytéw o prawidtowej budowie spotyka sie dendryty wykazujace cechy
obrzmienia. Charakteryzujg sie one przejasniong cytoplazma oraz wystepowa-
niem elektronowo-przeziernych wakuoli, a takze obecnoscig znacznie obrzmia-
tych mitochondridéw. Kolbki presynaptyczne spotykane w tej warstwie nawet
wowczas gdy wytwarzajg kontakty ze zmienionymi dendrytami nie wykazuja
nieprawidtowosci ultrastrukturalnych. Niekiedy tylko zawierajg pojedyncze,
nieco obrzmiate mitochondria (ryc. 18).

OMOWIENIE

Obserwacje mikroskopowo-elektronowe pozwolity na stwierdzenie, ze krétko-
trwate 7,5 minutowe peine niedokrwienie przodomézgowia u chomikéw
mongolskich powoduje pojawienie sie nieprawidtowosci ultrastrukturalnych
we wszystkich warstwach kory sektora CAj zakretu hipokampa we wczesnym
okresie poniedokrwiennym. W zaleznosci jednak od czasu dokonywanych
obserwacji po przeprowadzeniu doswiadczenia mozna przeSledzi¢ rdznice
charakteru i nasilenia pojawiajacych sie odchylen od stanu prawidtowego.

W najwczesniejszym okresie obserwacji, to jest w 12 godz. po niedokrwie-
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niu, neurony piramidowe wykazywaty minimalne zmiany, wyrazajgce sie
w niektdrych sposrdd nich zwiekszeniem liczebnosci lizosomow, a niekiedy
rowniez obecnoscig elektronowo przeziernych wakuoli, zarbwno w ich cyto-
plazmie perykarialnej, jak i w dendrytach. Natomiast znaczna cze$¢ interneuro-
now widocznych w warstwie piramidowej wykazywata cechy obrzmienia
0 zréznicowanym nasileniu. Wiekszo$¢ synaps w poszczegolnych warstwach
odcinka CA, nie wykazywata istotnych nieprawidtowosci ultrastrukturalnych.
Dotyczyto to zwhaszcza warstwy komdrek piramidowych oraz stratum oriens
i pyramidale. Jednakze i w nich spotykato sie nieliczne zaréwno symetryczne,
jak i niesymetryczne synapsy z cechami obrzmienia, zawierajgce nieregularne
skupienia pecherzykdw o zmniejszonej liczebnosci oraz obrzmiate mitochon-
dria. W stratum lacunosum-moleculare natomiast, a w mniejszym stopniu
w warstwie drobinowej, wiekszos¢ synaps znajdujacych sie na dendrytach
szczytowych komérek piramidowych wykazywata znacznego stopnia obrzmie-
nie kolbek presynaptycznych z zaburzonym rozktadem i liczebno$cig pecherzy-
kéw synaptycznych. Cechg znamienng wszystkich warstw sektora CA, w tym
okresie poniedokrwiennym byto obrzmienie cytoplazmy astrocytéw, a zwiasz-
cza ich wypustek okotonaczyniowych.

Po uptywie 24 godz. od niedokrwienia wigkszo$¢ synaps we wszystkich
warstwach odcinka CA, wykazywata prawidtowy obraz ultrastrukturalny.
Dotyczyto to w szczegblnosci kolbek presynaptycznych, obficie wypetnionych
pecherzykami synaptycznymi. Sporadycznie jedynie spotykano nieznacznie
obrzmiate kolbki presynaptyczne, a nieco czesciej kolbki zawierajace pojedyn-
cze obrzmiate mitochondria.

Wyrazne zmiany natomiast dotyczyly stosunkowo licznych piramidowych
komorek nerwowych. Byty one dwojakiego rodzaju. Cze$¢ neuronéw charak-
teryzowala sie dezintegracja ziarnistej siateczki Srédplazmatycznej i polirybo-
soméw oraz odktadaniem sie drobnoziarnistych ztogéw nieobtonionego,
elektronowo gestego materiatu, identyfikowanego z wapniem. Obok tak
zmienionych komorek piramidowych, wystepowaly neurony z wyraznymi
cechami hiperaktywnosci z obfitg siateczkg Srodplazmatyczng ziarnistg, dobrze
rozwinietym kompleksem Golgiego i licznymi uktadami polirybosoméw.
Niekiedy w perykarionach i dendrytach tych neuronéw obecne byty pojedyn-
cze elektronowo-przezierne wakuole. Opisane zmiany spostrzegano roéwniez
w dendrytach podstawnych komorek piramidowych, zawartych w stratum
oriens, jak i w ich dendrytach szczytowych rozgateziajgcych sie w pozostatych
warstwach Kkory.

W przeciwienstwie do wczesniejszego okresu obserwacji, komdrki nerwowe
sektora CA,, identyfikowane jako interneurony nie wykazywaty zadnych
nieprawidtowosci ultrastrukturalnych. Obrzmienie okotonaczyniowych wypus-
tek astrogleju charakteryzowato znaczne zrdznicowanie nasilenia.

Mechanizm zjawiska okre$lonego nazwa opGznionej $mierci neurondw,
wystepujacego wybiorczo w odcinku CA, zakretu hipokampa, nie jest wyjas-
niony. Przypuszcza sie, ze nieodwracalne uszkodzenie komdrek piramidowych
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tego obszaru stanowi nie tyle nastepstwo niedokrwienia tkanki, ile efekt
ekscytotoksycznego dziatania aminokwasowyeh neurotransmiterow, wyzwo-
lonego przez incydent niedokrwienny (Olney 1978; Pulsinelli 1985; Suzuki
i wsp. 1985, Mossakowski i wsp. 1986). Zwigzana z tym czynnosciowa
hiperaktywno$¢ neuron6w wystepujaca we wczesnym okresie po niedokrwie-
niu stanowi czynnik sprzyjajacy dokomoérkowemu naptywowi jonéw wapnia
(Harris i wsp. 1981; Simon i wsp. 1984), prowadzacemu do zaburzenia
przemian metabolicznych konczacych sie $miercig komorki (Siesjo 1981). Na
ewentualny udziat jondw wapnia w patomechanizmie tego typu uszkodzen
komorek piramidowych sektora CA, wskazujg réwniez korzystne wyniki
z zastosowaniem czynnikow blokujacych btonowe kanaty wapniowe (Mossa-
kowski, Gadamski 1987).

Przyjecie koncepcji udziatu ekscytotoksycznych neuromediatorow amino-
kwasowych w mechanizmie wybidrczych uszkodzeri neuronéw piramidowych
sektora CA, zwraca uwage na charakter i stan ich aparatu synaptycznego. Jest
faktem znanym iz neurony sektora CA, hipokampa otrzymujg bogatg
inerwacje glutaminergiczng, pochodzacg miedzy innymi z kolaterali Schaffera
rozpoczynajacych sie w komorkach piramidowych sektora CA3 (Olney 1978;
Wieraszko 1983). Stwierdzono ponadto, ze wiele synaps w odcinku CA,
hipokampa zawiera liczne neuropeptydy takie jak wazoaktywny polipeptyd
jelitowy (VIP), cholecystokinina (CCK), substancja P, somatotensyna oraz
metionina-enkefalina. Wszystkie te synapsy wywieraja dziatanie pobudzajgce
na neurony piramidowe (Kelly, Dodd 1981; Roberts i wsp. 1984; Harris i wsp.
1985; Nunzi i wsp. 1985). Oprdcz synaps o charakterze pobudzajgcym na
powierzchni neuronéw piramidowych znajdujg sie synaptyczne zakorczenia
hamujace, pochodzace przede wszystkim od komérek koszyczkowych (Ander-
sen i wsp. 1963). Istnieje rowniez wiele danych wskazujgcych, ze interneurony
rozsiane z r6zng liczebnoscig we wszystkich warstwach odcinka CA, hipokam-
pa, w ktérych wykazano obfitg zawartos¢ kwasu gamma-aminomastowego
(GABA), spehniajg nadrzedng hamujacg kontrole nad populacjg (a przynaj-
mniej znaczng jej czeScig) komorek piramidowych (Ribak i wsp. 1978;
Frotscher i wsp. 1984).

Z obserwacji naszych wynika, iz wiekszo$¢ synaps w odcinku CA,
hipokampa we wczesnym okresie po niedokrwieniu, nie wykazuje istotnych
nieprawidtowosci ultrastrukturalnych. Na uwage zastuguje jednakze fakt, iz
stosunkowo mato nasilone w ogdlnym obrazie zmiany dotyczyty w najwiekszej
mierze stratum lacunosum-moleculare oraz stratum moleculare. Sg to te warstwy
kory odcinka CA,, w ktérych znajduje sie najwigksze zageszczenie glutaminer-
gicznych zakonczen synaptycznych kolaterali Schaffera (Andersen i wsp.
1966). Na podstawie naszych badari nie mozna wigza¢ obrazu mikroskopowo-
-elektronowego synaps z ich stanem czynnosciowym. Stwierdzone obrzmienia
kolbek synaptycznych, zmiany liczebnosci i rozmieszczenia pecherzykéw moga
bowiem w réwnej mierze odzwierciedla¢ zmiany czynnosci neurotransmisyj-
nych, jak i zaburzenia przepuszczalnosci bton zakoriczerr aksonalnych, stano-
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wigce nastepstwo niedokrwienia. Za taka interpretacjg mogtyby przemawiac
wspotistniejace niekiedy nieprawidtowosci w obrazie mitochondriéw. Zmiany
przepuszczalnosci bton w synapsach w przypadkach niedokrwienia mézgu
opisywano w korze odcinka CA, u szczurOw przy zastosowaniu peroksydazy
chrzanowej (Diemer. Ekstrom von Lubitz 1983). Dotyczyty one .jednak
gtdwnie bton postsynaptycznych, a tylko w nieznacznym stopniu kolbek
presynaptycznych i odnosity sie do wczesniejszych niz w naszych badaniach
okreséw po niedokrwieniu.

W spostrzezeniach naszych odnoszacych sie do obrazu synaps odnotowac
trzebi rowniez ewolucje zmian w okresie miedzy 12 i 24 godz. po niedokrwie-
niu. W okresie wczesniejszym opisane nieprawidtowosci w stratum tacunosum-
-moleculare, a po czesci rdwniez w warstwie drobinowej ograniczaty sie przede
wszystkim do kolbek presynaptycznych, a znacznie mniej dotyczyty czesci
postsynaptycznych. Obraz zakonczen presynaptycznych ulegat niemal catkowi-
tej normalizacji w 24 godzinie okresu postischemicznego. W tym czasie
natomiast w obu wspomnianych warstwach pojawity sie zmiany w obrazie
rozgatezien szczytowych dendrytéw komorek piramidowych. Wzorzec zmian
przypominat tu nieprawidtowosci opisywane W nastepstwie dziatania pobudza-
jacego swoistych nerirotoksyn, typu kwasu chinolinowego (Schwarcz i wsp.
1983).

Odrebnego omoéwienia wymaga zachowanie sie interneuronéw sektora
CA, w badanym materiale. Obserwacje prowadzone w 12 godz. po niedo-
krwieniu wykazywaty obecnosC znacznie obrzmiatych interneurondw. Ich
obraz mikroskopowo-elektronowy ulegat normalizacji po uptywie dalszych 12
godz. Mozna przypuszczaé, ze stwierdzone we wczesnym okresie poniedo-
krwiennym zmiany towarzyszyly zaburzeniom funkcji interneuronéw, wyraza-
jacym sie ich okresowa niewydolno$cig, prowadzacg w konsekwencji do
uposledzenia hamujacej inerwacji neuronéw piramidowych.

Obraz ultrastrukturalny interneuronéw i jego ewolucja sugeruje odwracal-
no$¢ stwierdzonych nieprawidtowosci. Wczesne zmiany interneuronéw (o-
brzmienie cytoplazmy, mitochondriéw oraz synaps w odcinkach presynaptycz-
nych) sg typowe dla niedokrwiennego uszkodzenia komorek nerwowych. By¢
moze odzwierciedlajg one zaburzenia czynnosciowe, stanowiace wynik dziata-
nia ,,czynnikdw cytotoksycznych” towarzyszacych niedokrwieniu np. zaburzen
elektrolitowych. Z badan Shigeno i wsp. (1986) wiadomo, iz istotnym
czynnikiem patogenetycznym wczesnego cytotoksycznego, odwracalnego o-
brzeku moézgu w niedokrwieniu, zwigzanego przede wszystkim z masywnym
obrzmieniem astrocytéw, sg zaburzenia homeostazy jonowej. Poglad ten
potwierdza Choi (1988)," ktéry wskazuje na jonowy mechanizm wczesnych
uszkodzen komdrkowych po niedotlenieniu.

Podsumowujac nasze spostrzezenia mozna wysungé przypuszczenie, iz
nieodwracalne uszkodzenie neuronéw piramidowych sektora CA, w nastepst-
wie krétkotrwatego niedokrwienia, poprzedzone ich wstepng, przejsciowg
hiperaktywnoscig zainicjowane jest zachwianiem réwnowagi miedzy ich pobu-
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dzajgcg i hamujacg inerwacjg. Stanowi ono z jednej strony efekt ekscytotoksy-
cznego dziatania aminokwasowych neurotransmiter6w, z drugiej za$ czynnos-
ciowej niewydolnosci GABA-ergicznych interneuronéw. Taki wiasnie mecha-
nizm opdznionej $mierci neuronéw byt brany pod uwage przez szereg autoréw,
miedzy innymi przez Suzuki i wsp. (1985), w Swietle znanej wrazliwosci
neurondw GABA-ergicznych na niedokrwienie (Sloper i wsp. 1980). Zostat on
jednakze odrzucony na podstawie biochemicznych spostrzezer Francisa i Pul-
sinelli (1982) oraz ultrastrukturalnych obserwacji Johansena i wsp. (1983),
wskazujacych na stosunkowo znaczng oporno$¢ interneuronéw odcinka CA]
hipokampa szczura na niedokrwienie. Podobnie w naszych wczesniejszych
badaniach stwierdzaliSmy niezmieniony obraz mikroskopowo-elektronowy
interneuronéw odcinka CA, u chomikdéw mongolskich, kontrastujacy z poste-
pujacq dezintegracja komérek piramidowych (Mossakowski i wsp. 1989).
Nalezy jednakze uwzgledni¢ w tym miejscu faze okresu poischemicznego,
w ktérej prowadzono obserwacje. Nasze obecne badania wykazaty zmiane
obrazu interneuronéw w 12 godz. po niedokrwieniu. W tym samym czasie
procesu patologicznego Arai i Yasumoto (cyt. za Suzuki i wsp. 1985)
stwierdzili znaczny spadek zawartosci GABA w odcinku CAr Badania
Francisa i Pulsinelli (1982) oraz Johansena i wsp. (1983), a takze nasze wiasne
(Mossakowski i wsp. 1989) prowadzone byly po uptywie 24 godz. od
niedokrwienia kiedy, jak wynika z naszych obecnych obserwacji, dochodzi do
catkowitej ultrastrukturalnej normalizacji interneuronéw.

INFLUENCE OF SHORT-TERM ISCHEMIA ON THE ULTRASTRUCTURE
OF HIPPOCAMPAL GYRUS IN MONGOLIAN GERBILS.
Part IL ELECTRON MICROSCOPE PICTURE OF SYNAPSES
IN EARLY POSTISCHEMIC PERIOD

Summary

Ultrastructure of synaptic contacts, located in all cortical layers (stratum oriens, pyramidale,
radiale, lacunosum-moleculare and moleculare) of CA, hippocampal sector were studied in
Mongolian gerbils, subjected to 7.5 min forebrain ischemia, resulting from bilateral ligation of
common carotid arteries. Two experimental groups were used. Group | included animals with
12 h postischemic survival, group Il consisted of those which survived 24 h after ischemic insult.

CA, sector in animals from group | was characterized by cytoplasmic and mitochondrial
swelling of hippocampal interneurons (both perikarya and cell processes and their endings)
localized in stratum pyramidale. Additional abnormality consisted in remarkable swelling with
vesicular disorganization of presynaptic bags situated mostly in stratum lacunosum-moleculare
and to lesser degree in stratum moleculare. There was considerable swelling of astrocytic perikarya
and processes, mostly perivascular ones in all Ammon's horn cortical layers. Pyramidal neurons
and all other tissue elements remained ultrastructurally unchanged.

In experimental group Il ultrastructural abnormalities concerned CA, pyramidal neurons
which showed either electron microscopic evidences of cell metabolic activation or features of early
phase of the delayed neuronal death. On the contrary electron microscope picture of hippocampal
interneurons was totally normalized. So was ultrastructure of great majority of presynaptic nerve
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endings visible in all cortical layers. However, great proportion of postsynaptic structures localized
in stratum lacunosum-moleculare and partially in stratum moleculare revealed considerable
swelling. This electron microscope picture was similar to that described as axon-sparing lesions
resulting from the action of excitotoxic substances.

The authors conclude that the phenomenon known under the name of delayed neuronal death

of CA, pyramidal cells may be initiated by imbalance between their excitatory and inhibitory
innervation resulting from an early reversible insufficiency of GABA-ergic interneurons and
excitatory action of glutaminergic synapses originating from Schaffer’s collaterals.
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