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W S T Ę P  

1. ENDOGENNE AMINOKWASY POBUDZAJĄCE OUN 

Endogenne aminokwasy dikarboksylowe mózgu (EAA), takie jak kwas L-glutaminowy 

(GLU), L-aparaginowy (ASP) i chinolinowy (QUIN), uważane są za podstawowe 

neuroprzekaźniki pobudzające w ośrodkowym układzie nerwowym (OUN) ssaków 

(Johnston 1972, Watkins, Evans 1981, Fonnum 1984). 

Właściwości neuropobudzające GLU zostały po raz pierwszy zademonstrowane w 

neuronach kory ruchowej szczura (Hayashi 1954). Kolejne badania potwierdziły jego silne 

zdolności do aktywowania neuronów ośrodkowego układu nerwowego (Curtis, Watkins 

1963, Curtis i wsp. 1972). Zapoczątkowało to okres intensywnych badań biochemicznych i 

elektrofizjologicznych, które dostarczyły przekonywających argumentów na poparcie 

domniemanej roli GLU i spokrewnionych z nim EAA, jako pobudzających przekaźników 

synaptycznych w różnych strukturach mózgu ssaków (Olney 1969, Olney i wsp. 1971, 

Johnston 1978, Olney 1978, Watkins, Evans 1981, Faag, Foster 1983, Tsumoto 1990). 

Stwierdzono, że EAA niezależnie od swoich właściwości pobudzających w prawidłowo 

przebiegającym procesie przekażnictwa synaptycznego, wykazują potencjalny wpływ 

neurotoksyczny. W 1957 roku Lucas i Newhouse, prowadząc badania nad wrodzoną 

dystrofią siatkówki, zaobserwowali uszkodzenie niedojrzałych komórek zwojowych 

spowodowane nadmierną ekspozycją na działanie GLU. 

Wprowadzona przez Olney'a (1969) koncepcja „śmierci ekscytotoksycznej" zakładała, 

że zwyrodnienie neuronów stanowi wynik nadmiernej aktywacji lub nieprawidłowej funkcji 

endogennych aminokwasów pobudzających. Ekscytotoksyczna hipoteza niektórych 

procesów zwyrodnieniowych OUN została następnie potwierdzona w licznych badaniach 

eksperymentalnych (Greenamyre 1986, Choi 1988a, Bruyn i wsp. 1990, Di Figlia 1990, 

Engelson i wsp. 1990, Meldrum, Garthwaite 1990, Bakker, Foster 1991, Taylor 1991, 

Albin, Greenamyre 1992, Reynolds, Pearson 1992). 

i  
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Badania kliniczne wykazały, że zwyrodnienia neuronalne obserwowane w niektórych 

procesach chorobowych, takich jak: latyrism (Spencer i wsp. 1986) oraz występujący na 

wyspie Guam zespół obejmujący stwardnienie zanikowe boczne, parkinsonizm i otępienie 

(Spencer i wsp. 1987), związane są z przewlekłym przyjmowamiem GLU. Nieprawidłowy 

metabolizm GLU, prowadzący do wzrostu jego stężenia w surowicy krwi, opisywano u 

pacjentów cierpiących na stwardnienie zanikowe boczne (Plaitakis, Caroscio 1987). W 

chorobie Alzheimera stwierdzono wybiórcze ubytki receptorów glutaminianowych w korze 

płata skroniowego i zakręcie hipokampa (Greenamyre i wsp. 1985a), sugerujące udział 

układu glutaminianergicznego w patologii zwyrodnienia neurofibrylarnego (Geddes i wsp 

1986, Maragos i wsp. 1987). 

Wyniki badań klinicznych i doświadczalnych udokumentowały również udział GLU w 

patogenezie uszkodzeń neuronalnych w stanach ischemiczno-anoksyjnych OUN (Meldrum 

1985, Rothman, Olney 1986, Choi 1990, Choi, Rothman 1990). Nadmierne uwalnianie 

EAA, manifestujące się gwałtownym wzrostem stężenia pozakomórkowego GLU i ASP, 

opisywano w przebiegu niedotlenienia i niedokrwienia mózgu in vivo i in vitro (Erecińska i 

wsp. 1984, Bosley i wsp. 1983, Hauptman i wsp. 1984, Hossmann 1994). Stwierdzono, że 

wybiórcze uszkodzenie aferentnych dróg glutaminianergicznych powoduje zwiększenie 

oporności neuronów piramidowych hipokampa na niedotlenienie (Onodera i wsp. 1986) 

Protekcyjne działanie antagonistów receptorów EAA w stosunku do rozwijających się 

uszkodzeń anoksyjnych było dodatkowym potwierdzeniem związku przyczynowego 

pomiędzy nadmiernym stężeniem EAA a zmianami hipoksyjno-ischemicznymi (Simon i 

wsp. 1984a, Goldberg i wsp. 1987, Foster i wsp. 1989, Gili i wsp. 1988, Meldrum 1990, 

Swan, Meldrum 1990). 

Podobnie w modelu doświadczalnej hipoglikemii insulinowej wykazano wzrost 

uwalniania GLU z towarzyszącą martwicą komórek nerwowych jądra ogoniastego i 

warstwy molekularnej hipokampa (Wieloch 1985) - okolic otrzymujących bogate 

unerwienie glutaminianergiczne (Monaghan i wsp. 1983). 

Tak więc zwiększona synteza lub nadmierne uwalnianie (EAA) i/lub przewlekła 

aktywacja receptorów glutaminianowych, niezależnie od czynnika przyczynowego, mogą 
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prowadzić do ekscytotoksycznej śmierci komórek nerwowych w szeregu różnych procesów 

patologicznych w OUN (Choi 1988a, Rothman, Olney 1986, Manev i wsp.1989, Meldrum, 

Garthwaite 1990, Faroogoni, Horrocks 1991). 

Pośrednim dowodem na udział receptorów glutaminianowych w śmierci komórek 

nerwowych było zahamowanie spontanicznie przebiegającego zwyrodnienia neuronów 

piramidowyüi hipokampa in vitro przez podawanie antagonistów receptorów GLU lub 

przez zahamowanie uwalniania endogennego GLU (Miller i wsp.1994). 

Badania doświadczalne wykazały, że obraz uszkodzeń neuronalnych w OUN ssaków 

wywołany podaniem endo- i egzogennych aminokwasów pobudzających, takich jak kwas 

glutaminowy, kainowy lub lbotenowy, odpowiada zmianom histopatologicznym 

obserwowanym w przebiegu niektórych chorób zwyrodnieniowych w patologii ludzkiej 

(Olnsy i wsp. 1974, Choi 1988a, Meldrum, Garthwaite 1990). Badania prowadzone na 

zwierzęcym modelu choroby Huntingtona, uzyskanym przez doprążkowiowe iniekcje 

kwaju kainowego, strukturalnego analogu GLU, wykazały znaczne ubytki neuronów jądra 

ogoriastego i skorupy z towarzyszącym rozplemem komórek astroglej owych (Coyle, 

Schvarcz 1976, McGeer, McGeer 1978, Coyle 1983, Matyja 1986). Podobny wzorzec 

zmiai neuronalnych uzyskano przy zastosowaniu ekscytotoksyny endogennej, jaką jest 

kwa.' chinolinowy (Foster i wsp. 1983, Schwarcz i wsp. 1983). Poprzez domózgowe iniekcje 

związków ekscytotoksycznych otrzymano ponadto model stanu padaczkowego, który 

zostćł szeroko wykorzystany w badaniach elektrofizjologicznych (Ben-Ari 1985). 

D)tychczas niewiele jednak wiadomo na temat mechanizmu wybiórczej śmierci komórek 

nerwowych w tych procesach. Modele doświadczalne z zastosowaniem EAA, tak in vivo, 

jak t in vitro, mogą przyczynić się do lepszego poznania patofizjologii chorób 

zwyrodnieniowych OUN. 
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1.1. KWAS CHINOLINOWY (QUIN) 

Wśród badanych w ostatnich latach endogennych aminokwasów pobudzających w 

OUN, przedmiotem szczególnego zainteresowania stał się kwas chinolinowy (QUIN) -

neuroaktywny związek pośredni w metabolizmie L-tryptofanu, syntetyzowany na szlaku 

kinureninowym (Schwarcz, Du 1991, Stone, Connick 1991, Stone 1993). 

Obecność QUIN, stwierdzana początkowo w narządach wewnętrznych, została 

następnie potwierdzona w mózgach zwierząt i ludzi (Wolfensberger i wsp.1983, Moroni i 

wsp. 1984, Stone, Connick 1985). Stężenie tego endogennego aminokwasu w obrębie 

struktur korowych wzrasta w procesie starzenia się ustroju (Moroni i wsp. 1988). Wzrost 

stężenia QUIN w płynie mózgowo-rdzeniowym i w surowicy krwi opisywano również w 

przebiegu procesów zapalnych OUN, zwłaszcza infekcji wirusowych m.in. zakażenia 

wirusem HIV (Heyes i wsp.,1992, 1993, Wielay i wsp.1992, Achim i wsp., 1993, Jordan, 

Heyes 1993). Według Rabinoffa (1994) QUIN stanowi prawdopodobnie neurotoksyczny 

produkt metabolizmu makrofagów biorący udział w procesach zapalnych, zwłaszcza 

przebiegających z naciekami monocytarnymi. Regionalny wzrost stężenia QUIN wykazano 

również w eksperymentalnym uszkodzeniu rdzenia kręgowego, przebiegającym z 

towarzyszącą reakcją zapalną (Popovick i wsp. 1994). Wysoki poziom QUIN stwierdzany 

w płynie mózgowo-rdzeniowym u dzieci z wrodzoną hiperamonemią, sugeruje udział tej 

endogennej neurotoksyny w patomechanizmie śpiączki hiperamonemicznej (Batshaw i 

COOH 

COOH 

N-

(QUIN) - kwas pirydyno - 2,3 - dwukarboksylowy 
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wąD.1993). W płynie mózgowo-rdzeniowym pacjentów z chorobą Huntingtona wykazano 

wirost stężenia QUIN oraz znaczący wzrost aktywności jego enzymu syntetyzującego -

ok>ygenazy kwasu 3-hydroksy-antranilinowego (Schwarcz i wsp.1988, Heyes i wsp.1991). 

Podobieństwo zmian neuropatologicznych i biochemicznych, uzyskanych w modelach 

doświadczalnych po podaniu QUIN do prążkowia, ze zmianami stwierdzanymi w mózgach 

payentów z chorobą Huntingtona (Ellison i wsp. 1987, Davies, Roberts 1988, Hantraye i 

wą>. 1990, Beal i wsp. 1991, Norman i wsp. 1991, Bazzett i wsp. 1993, Ferrante i 

wą>. 1993) stanowi potwierdzenie sugerowanej roli QUIN w patogenezie tej choroby. 

Szczególna wrażliwość struktury hipokampa na toksyczne działanie QUIN oraz 

powstawanie napadów drgawkowych po podaniu wysokich dawek tego aminokwasu do 

hipokampa zwierząt wskazują na możliwość udziału QUIN w patogenezie przewlekłej 

palaczki skroniowej (Heyes i wsp. 1990, Du i wsp. 1993). 

Wzrost szybkości metabolizmu tryptofanu - prekursora kwasu chinolinowego w OUN 

onz wzrost stężenia QUIN udokumentowano również w mózgu chomika mongolskiego 

po niedokrwieniu (Heyes, Nowak 1990) oraz w skrawkach hipokampa szczura poddanych 

nidotlenieniu (Schurr i wsp.1991, Saito i wsp. 1993). W skrawkach hipokampa poddanych 

ni<dotlenieniu in vitro QUIN potęgował toksyczność NMD A (Schurr i wsp. 1991) co 

sujeruje, że niewielki wzrost stężenia QUIN pojawiający się w przebiegu różnych stanów 

paologicznych mógłby być wystarczający do zwiększenia toksyczności innych 

amnokwasów endogennych. QUIN mógłby również na tej drodze modulować działanie 

inrych EAA w prawidłowo przebiegającym procesie przekaźnictwa synaptycznego 

(R)berts i wsp. 1995). Istnieje kilka potencjalnych przyczyn ekscytotoksyczności 

amnokwasów pobudzających. Stosunkowo najmniej prawdopodobna wydaje się 

naychmiastowa śmierć neuronów na skutek szybkiego i obfitego uwalniania tych 

amnokwasów, z uwagi na dużą wydajność układów wychwytujących, przynajmniej w 

waunkach fizjologicznych. Główną drogą dezaktywacji EAA po ich wychwyceniu do 

konórek jest ich katabolizm energetyczny (Köhler i wsp. 1988). Defekt metabolizmu 

entrgetycznego mitochondriów w obecności subtoksycznych stężeń EAA może prowadzić 

do powolnej śmierci neuronów (Beal i wsp. 1993). 
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W badaniach doświadczalnych wykazano regionalną wrażliwość neuronalną na 

toksyczne działanie QUIN (Perkins, Stone 1983, Schwarcz, Kohler 1983), wybiórczą 

wrażliwość niektórych typów komórek nerwowych nawet w obrębie tej samej struktury 

mózgu (Schwarcz i wsp.1983) oraz zależność nasilenia uszkodzeń neuronalnych od wieku 
. 

badanego zwierzęcia (Foster i wsp.1983). I tak np. podanie QUIN do prążkowia wywołuje 

typowe dla aminokwasów pobudzających wybiórcze uszkodzenie komórek nerwowych, 

przy zachowaniu niezmienionych zakończeń aksonalnych (Schwarcz i wsp., 1983). 

Dokładny mechanizm zwyrodnienia neuronalnego pozostaje nadal przedmiotem wielu 

spekulacji. Niemniej wydaje się, że długotrwała ekspozycja na działanie QUIN może być 

podobna do sytuacji występującej w przewlekłych chorobach zwyrodnieniowych OUN 

(Beał i wsp. 1991). Przedłużone podawanie QUIN do mózgu in vivo stanowić może model 

służący do badań nad ekscytotoksycznym mechanizmem uszkodzeń neuronalnych 

(Schwarcz i wsp. 1984, Süsel i wsp. 1991). 

Neurotoksyczność QUIN, podobnie jak i innych EAA pobudzających, wydaje się być 

ściśle związana z jego właściwościami depolaryzującymi błony komórkowe neuronów, co 

prowadzi do zmian w przepuszczalności błon i zaburzeń w wewnątrzkomórkowej 

homeostazie jonowej (Peters, Choi 1987, Rothman, Olney 1987). Rozwój uszkodzeń 

neuronalnych wywołanych działaniem QUIN może być zahamowany przez podanie 

antagonistów receptorów N-metylo-D-asparaginowych /NMDA/ (Foster i wsp., 1989), co 

sugeruje, że QUIN działa poprzez te receptory. Wydaje się, że QUIN reaguje ze swoistymi 

subpopulacjami receptorów NMDA, zlokalizowanymi zarówno pre-, jak i postsynaptycznie 

(Stone, Perkins 1981). 

Rola QUIN, jako aminokwasu wytwarzanego endogennie w OUN ssaków, 

odznaczającego się aktywnością agonisty w stosunku do receptorów NMDA nie jest do 

końca wyjaśniona. Wydawało się, że pewnych informacji dotyczących działania tego 

związku może dostarczyć szczegółowa analiza zmian morfologicznych, powstających przy 

zastoswaniu wyższych od fizjologicznych stężeń tego związku. 
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1.2. RECEPTORY ENDOGENNYCH AMINOKWASÓW POBUDZAJĄCYCH 

Bidania farmakologiczne wykazały obecność kilku odrębnych klas receptorów dla EAA. 

Na podstawie różnic we wrażliwości na działanie związków agonistycznych wyodrębniono 

3 klisy receptorów jonotropowych: receptor NMDA oraz dwa receptory nie-NMDA: 

receptor AMPA (a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazole-propionowy) i kainowy 

(Wakins, Olverman 1987, Stone, Burton 1988, Monghan i wsp. 1989, Mayer, Miller 1991, 

Olney i wsp. 1995). Obecność licznych podjednostek złożonych z białek receptorowych w 

obrę?ie receptorów NMDA i nie-NMDA potwierdziły badania molekularne (Dingledine 

1991, Moriyoshi i wsp. 1991, Kutsuwada i wsp. 1992, Monyer i wsp. 1992, Nakanishi 

1992, Mori, Mishina 1995). Różnice funkcjonalne receptorów nie-NMDA i NMDA wiążą 

się 2 ich sprzężeniem z odrębnymi kanałami jonowymi; kanały jonowe związane z 

receptorem nie-NMDA umożliwiają wymianę jonów Na7K+ oraz wywołują 

natychmiastowe potencjały synaptyczne, podczas gdy kanały związane z receptorami 

NMDA wywołują dodatkowo stopniowy napływ jonów Ca2+ i zainicjowanie wapniowo-

zależnych procesów biochemicznych (Hume i wsp. 1991, Mayer, Miller 1991). 

Ponadto określono właściwości nowego receptora GLU, zwanego receptorem 

metaootropowym, który nie jest bezpośrednio związany z kanałami jonowymi, tylko z 

metaDolizmem fosfolipidu inozytolu (Abe i wsp. 1992, Tanabe i wsp. 1992, Schoepp, Conn 

1993). Scharakteryzowano 3 klasy recptorów metabotropowych na podstawie ich cech 

farmikologicznych i zdolności do aktywacji wtórnych przekaźników (Nakanishi 1994). 

Mimo, że przedłużona stymulacja każdego z podtypów receptorów EAA prowadzi do 

uszkodzeń komórkowych, podtyp NMDA ma szczególne znaczenie w fizjologii i patologii 

OUN Wyniki badań doświadczalnych i klinicznych wyraźnie wskazują na udział 

receptorów NMDA w plastyczności neuronalnej w niedojrzałym i dojrzałym mózgu ssaków 

(Morris i wsp. 1986, Cotman, Iversen 1987, Monaghan i wsp. 1989) oraz na ich 

uczestnictwo w rozwoju wybiórczych uszkodzeń komórek nerwowych w niedokrwieniu 

(Sinon i wsp,1984a), hipoglikemii (Wieloch 1985), padaczce (Croucher i wsp. 1982), 

chorobie Alzheimera (Greenamyre, Young 1989, Geddes i wsp. 1986, Simpson i wsp. 

19S8), chorobie Huntingtona (Greenamyre i wsp,1985a, Young i wsp. 1988) i w procesie 
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starzenia się mózgu (Peterson, Cotman 1988). Tak więc receptory NMDA, poza udziałem 

w przekaźnictwie synaptycznym, uczestniczą w rozwoju uszkodzeń cytotoksycznych w 

przebiegu różnych procesów patologicznych. 

Wykazano, że związki będące selektywnymi antagonistami receptorów NMDA. 

wykazują wpływ neuroprotekcyjny w licznych modelach uszkodzeń ekscytotoksycznych /'// 

vivo i in vitro (Olney i wsp.1987, Gill i wsp.1988, Bullock i wsp. 1990, MacDonald, Nowak 

1990). Stwierdzono, że wybiórcze zablokowanie receptorów NMDA powodu e tylko 

częściowe zmniejszenie pobudzenia komórek nerwowych wywoływanego przez GLU i 

ogranicza proces ostrego obrzmienia neuronów, natomiast prawie całkowicie zapobiega 

powstawaniu późnych zwyrodnień neuronalnych (Michaels, Rothman 1990). Niemriej fakt, 

że zarówno efekt pobudzający, jak i neurotoksyczny EAA zostaje zahamowany przez 

podanie antagonistów receptorów NMDA dowodzi, że w procesie ekscytotoks/czności 

uczestniczą te miejsca receptorowe. 

1.3. MECHANIZM NEUROTOKSYCZNOŚCI EAA 

Wewnątrzkomórkowy mechanizm, poprzez który nadmierna ekspozycja na iziałanie 

EAA wywołuje uszkodzenia neuronalne, jest złożony i nie do końca wyjaśniony. Ze 

względu na to, że uczestniczą w nim różnorodne czynniki powstało kilka odrębnych 

koncepcji patomechanizmu ekscytotoksycznych uszkodzeń neuronów w OUN: 

1.3.1. Koncepcja „śmierci ekscytotoksycznej": 

Pierwotna hipoteza uszkodzeń ekscytotoksycznych Olney'a i wsp. (1971,1978) 

zakładała, że neurotoksyczność GLU stanowi bezpośrednie następstwo nadmiernej 

stymulacji postsynaptycznych receptorów. Według tej hipotezy przedłużona depolaryzacja 

per se jest letalna z powodu towarzyszącego jej wyczerpania zasobów energetycznych 

komórki. Efektem nadmiernego pobudzenia komórki i zmian w przepuszczalności błonowej 

jest otwarcie kanałów jonowych dla Na+ i Cl' oraz wody (Hablitz, Langmoen 1982), co 

zaburza równowagę osmotyczną i powoduje obrzmienie oraz lizę osmotyczną neuronów. 

Stwierdzono, że przedłużona depolaryzacja wywołuje dodatkowe uvalnianie 
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neurotransmiterów w skrawkach hipokampa, przyczyniając się do nasilenia uszkodzeń 

ekscytotoksycznych (Martin i wsp.1991). Toksyczny wpływ depolaryzacji wywołanej 

podaniem EAA stwierdzono także in vitro w hodowlach komórek ziarnistych kory 

móżdżku (Schramm i wsp.1990) oraz w hodowlach kory mózgu szczura (Romnath i 

wsp.1992). Ponadto udokumentowano, że analogi strukturalne GLU, które nie wykazują 

właściwości neuropobudzających, nie mają również właściwości neurotoksycznych (Olney i 

wsp.1971). 

1.3.2. „Wapniowa" koncepcja neurotoksyczności EAA: 

Zmiany potencjału błonowego nie są jedynym czynnikiem odpowiedzialnym za 

cytotoksyczny efekt EAA. W rozważaniach nad mechanizmem neurotoksyczności GLU i 

jego strukturalnych analogów, zwrócono uwagę na rolę wewnątrzkomórkowego wapnia 

(Choi 1988b, Ogura i wsp.1988, Siesjö 1986, Siesjö, Bengtsson 1989, Manev i wsp. 1989, 

Michaels, Rothman 1990, Nicotera i wsp. 1992, Dubinsky 1993, Marley i wsp. 1994). 

Stwierdzono, że nasilenie neurotoksyczności EAA wobec neuronów kory mózgu w 

skrawkach in vitro zależy od obecności pozakomórkowego wapnia (Choi 1985, Hegestad i 

wsp. 1992). Niskie stężenie jonów Ca2+ w środowisku odżywczym hodowli zmniejsza 

toksyczny efekt GLU w neuronach kory myszy in vitro (Murphy i wsp.1988). Spadek 

stężenia wapnia w przestrzeni pozakomórkowej, przy jednoczesnym wzroście jego stężenia 

wewnątrzkomórkowego, obserwowano po niedokrwieniu w neuronach piramidowych 

hipokampa szczura (Simon i wsp,1984b) oraz królika (Lazarewicz, Salińska 1993). 

Stwierdzono, że aktywacja receptorów EAA, zwłaszcza podtypu NMDA, prowadzi do 

napływu wapnia do komórek nerwowych zakrętu zębatego (Mody, Heinemann 1986) oraz 

rdzenia kręgowego in vitro (MacDermott i wsp. 1986). Badania przepuszczalności błon 

komórkowych dla jonów Ca2+ przez kanały receptorowe NMDA aktywowane przez QUIN 

w hodowli neuronów hipokampa szczura wykazały, że silny efekt cytotoksyczny QUIN 

przynajmniej częściowo zależy od nadmiernego napływu wapnia przez te kanały (Tsuzuki i 

wsp. 1989). Depolaryzacja błony komórkowej wywołana przez niedokrwienie lub 

aktywację receptorów EAA, powodująca napływ jonów Ca2+ i wzrost ich stężenia 
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wewnątrzkomórkowego, może być zablokowana przez podania antagonistów receptorów 

NMDA lub przez obniżenie zewnątrzkomórkowego stężenia wapnia (Rader, Lanthorn 

1989). Wzrost wewnątrzkomórkowego stężenia wapnia we wczesnych fazach uszkodzenia 

po podaniu QUIN wiąże się ze zwyrodnieniem komórek nerwowych i może być 

wykorzystany jako indeks ilościowy uszkodzeń neuronalnych (Gramsbergen, Van der 

Sluijs-Gelling 1993). 

Liczne badania in vivo i in vitro potwierdzają hipotezę, że nadmierny napływ jonów 

wapnia do komórki bierze udział w patomechanizmie śmierci neuronów w różnych stanach 

patologicznych m.in. w uszkodzeniach ischemicznych i hipoksyjnych OUN (Siesjö 1986, 

1988, Siesjö, Bengtsson 1989), działaniu aminokwasów pobudzających (Choi 1985, 

Randall, Thayer 1992) lub innych aktywnych neurotoksyn (Schanne i wsp.1979, Orrenius i 

wsp. 1989) oraz w procesie starzenia się mózgu (Gibson, Peterson 1987, Martinez i 

wsp. 1988). Nieujawnienie wapniowo-zależnej neurotoksyczności EAA w niektórych 

badaniach eksperymentalnych może wynikać ze specyficzności modelu doświadczalnego 

(Price i wsp. 1985). Ponadto wychwyt jonów Ca2+ przez potencjało-zależne kanały w 

obrębie komórek astroglejowych (MacVicar 1984) może stanowić czynnik wspomagający 

obniżenie wewnątrzkomórkowego poziomu wapnia w neuronach i w efekcie powodować 

zmniejszenie efektu neurotoksycznego EAA. 

" 1.3.3. Hipotetyczna rola apoptozy w procesie ekscytotoksyczności: 

W ostatnich latach wysunięto hipotezę, że zaprogramowana śmierć neuronów zwana 

apoptozą, odgrywa rolę nie tylko w rozwoju OUN i fizjologicznej śmierci komórek (Raff, 

1992, Vaux 1993) ale również w procesach patologicznych dojrzałego układu nerwowego 

(MacManus i wsp. 1993). Pojawiły się również sugestie o udziale apoptozy w odpowiedzi 

na egzo- i endogenne EAA, takie jak GLU i kwas kainowy (Mitchell i wsp. 1994, Pollard i 

wsp. 1994). Według nich rozpad łańcuchów DNA w procesie apoptozy zachodziłby 

wskutek aktywacji Ca2+/Mg2+-zależnej endonukleazy wywołanej napływem jonów Ca2ł do 

komórki. 
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2. ROLA WAPNIA W OUN 

2.1. Rola wapnia w prawidłowym funkcjonowaniu OUN 

Jony Ca2+ odgrywają ważną rolę w regulacji różnorodnych procesów komórkowych w 

OUN m.in. kontrolują rozwój neuronalnych stożków wzrostu (Kater i wsp.1988), 

przepuszczalność błony komórkowej, aktywację wtórnych przekaźników oraz procesy 

neurotransmisji (Zucker 1993). Obecność wapnia w płynie pozakomórkowym jest 

niezbędna do utrzymania prawidłowych interakcji międzyneuronalnych. Uwalnianie 

neurotransmiterów do przestrzeni synaptycznej po depolaryzacji zakończeń 

presynaptycznych stanowi konsekwencję napływu jonów Ca2+ z przestrzeni 

pozakomórkowej (Wong 1990). Proces uwalniania transmiterów i przenoszenia sygnału 

elektrycznego związany jest z otwarciem kanałów jonowych oraz ATP-zależnym 

transportem jonowym przez błonę komórkową przywracającym gradient stężeń (Naito, 

Keda 1985). Jony Ca2+ wewnątrz zakończeń aksonalnych wyzwalają fuzję pęcherzyków 

synaptycznych z błoną presynaptyczną i uwalnianie katecholamin lub EAA do przestrzeni 

synaptycznej (Kish, Keda 1991, Llinas i wsp.1992, Zucker 1993). Wapń pełni w ten sposób 

rolę wtórnego przekaźnika, przekształcającego stymulację elektryczną w odpowiedź 

sekrecyjną. Jony Ca2+ biorą również udział w regulacji przedłużonego wzmacniania 

przekaźnictwa synaptycznego /LTP/ (Madison i wsp.1991) oraz stanowią układ regulujący 

proces różnicowania neuronów w okresie życia płodowego (Spitzer 1994). Zaburzenia 

wewnątrzkomórkowej homeostazy wapnia mogą więc stanowić istotny element w rozwoju 

uszkodzeń komórek nerwowych w różnych stanach patologicznych. 

2.2. Regulacja wewnątrzkomórkowego stężenia wapnia: 

Neurony posiadają kilka układów regulujących poziom wolnego wapnia 

wewnątrzkomórkowego. Prawidłowe stężenie wewnątrzkomórkowe jonów Ca2+ wynosi 

około 10'7 M, jest zatem o 4 rzędy niższe od ich stężenia w przestrzeni pozakomórkowej 

(Janis, Triggle 1983). Ten gradient stężeń utrzymywany jest wskutek magazynowania 

wapnia w obrębie organelli komórkowych, niskiej przepuszczalności błon komórkowych 
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dla jonów Ca2+ oraz wysokiej efektywności pomp jonowych, wydalających nadmiar wapnia 

z komórki wbrew stężeniom elektrochemicznym. 

I 
Napływ wapnia z przestrzeni pozakomórkowej do wnętrza komórki odbywa się głównie 

przez kanały wapniowe potencjało-zależne (Kostyuk 1989) oraz kanały błonowe 

receptorowe, otwierane przez EAA w czasie aktywacji tych receptorów (Carafoli 1987, 

Morad 1990). Wykazano obecność 3 typów kanałów wapniowych potencjało-zależnych 

typ L, T i N (Tsien i wsp. 1988, Kostyuk 1989). Typ L jest wrażliwy na działanie 

organicznych blokerów kanałów wapniowych, natomiast typ N, niewrażliwy na te blokery, 

najprawdopodobniej bierze udział w procesie uwalniania neurotransmiterów podczas 

normalnego funkcjonowania połączeń neuronalnych (Miller 1987). Depolaryzacja błony 

komórkowej powoduje otwarcie potencjało-zależnych kanałów i przejściową zmianę 

wewnątrzkomórkowego stężenia wapnia w hodowlach komórek ziarnistych móżdżku 

szczura (Moran i wsp. 1991, Zegarra-Moran, Moran 1993). Wzrost stężenia wapnia w 

cytoplazmie komórek może być również wynikiem napływu jonów Ca2' przez otwarte 

kanały receptorowe NMDA, a także uwalniania jego wewnątrzkomórkowych zapasów po 

aktywacji metabotropowych receptorów glutaminianowych i spadku wydajności 

mechanizmów wypierających wapń z komórki. Konsekwencją wejścia jonów Ca2' przez 

kanały aktywowane przez NMDA może być również dodatkowa inaktywacja tych 

kanałów (Mirnov, Lux 1992). 

2.3. Skutki zaburzeń homeostazy wapnia. 

Nadmierne nagromadzenie wapnia w komórkach wywołuje aktywację wapniowo-

zależnych enzymów degradujących struktury białkowe i lipidowe komórki, co z kolei 

prowadzi do nieodwracalnych uszkodzeń błon komórkowych i elementów cytoskeletonu 

(Siesjó 1986, Meyer 1989). Szczególne znaczenie ma aktywacja fosfolipazy A, której 

oddziaływanie na fosfolipidy błonowe prowadzi do zmian przepuszczalności błon 

komórkowych, umożliwiających dalszy, niekontrolowany napływ jonów z przestrzeni 

pozakomórkowej, w tym także jonów Ca2f. Zjawiska te pogłębiają zachodzące 

wewnątrzkomórkowe procesy patologiczne. W procesie aktywacji lipolizy i dezintegracji 

fosfolipidów dochodzi do uwalniania i wzrostu poziomu wolnych kwasów tłuszczowych, 
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które wobec niedostatków energetycznych komórki nie mogą być zużytkowane w dalszej 

syntezie związków lipidowych. Zachodząca równocześnie aktywacja enzymów 

proteolitycznych i wzrost fosforylacji białek znajduje swoje odzwierciedlenie w 

dezintegracji błon komórkowych oraz elementów cytoskeletonu, zwłaszcza neurotubuli 

(Siesjö, Wieloch 1985). Wynikiem uaktywnienia proteaz i fosfolipaz jest uwalnianie 

aktywnych i potencjalnie toksycznych produktów metabolizmu, do których należą 

dwuglicerydy i metabolity kwasu arachidonowego (Siesjó, Bengtsson 1989). 

2.4. Blokery kanałów wapnia. 

Związki blokujące wejście wapnia do komórki tzw. blokery kanałów wapniowych, 

zwane w skrócie antagonistami wapnia, zapobiegają wewnątrzkomórkowej akumulacji 

jonów Ca2+ i nie dopuszczają do kaskady niekorzystnych zjawisk, prowadzących do 

nieodwracalnych uszkodzeń komórkowych.(Greenberg 1987, Karier i wsp. 1991). Spośród 

licznych blokerów kanałów wapniowych, 1,4- dihydropirydyny wykazują szczególnie silny 

efekt blokujący napływ jonów Ca2+ przez potencjało-zależne kanały wapniowe (Turner, 

Goldin 1985, Miller 1987, 1992). Są one w stanie znacznie redukować postsynaptyczny 

wyrzut jonów Ca2+ w komórkach piramidowych sektora CA1 hipokampa in vitro (Jones, 

Heinemann 1987). Silny efekt neuroprotekcyjny antagonistów wapnia stwierdzano zarówno 

wobec ekspresji wyładowań padaczkowych w skrawkach hipokampa szczura i świnki 

morskiej (Aicardi, Schwartzkroin 1981, Bingman, Speckmann 1989), jak i wobec 

ischemicznych uszkodzeń komórek nerwowych hipokampa królika i szczura w zwierzęcym 

modelu niedokrwiennym OUN (Łazarewicz i wsp. 1989, Kawamura i wsp. 1991). 1,4-

dihydropirydyny i verapamil działają prawdopodobnie na kanały wapniowe typu L 

(Nowycky i wsp. 1985, Miller 1987), lecz specyficzność ta pozostaje kontrowersyjna (Kral i 

wsp. 1993). 

W modelach ischemicznych in vivo efekt cytoprotekcyjny antagonistów wapnia może 

wynikać z jednej strony z ich silnego powinowactwa do receptorów błon komórkowych, z 

drugiej - z wykazywanego przez nie efektu rozszerzającego naczynia krwionośne. Badania 

prowadzone na hodowli tkankowej, pozbawionej czynników naczyniowych i barierowych, 

stwarzają lepsze warunki do określenia punktu uchwytu dla antagonistów wapnia. 
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3. WYBIÓRCZA WRAŻLIWOŚĆ NEURONALNA 

Potencjalna neurotoksyczność EAA w poszczególnych okolicach mózgu zależy od 

gęstości miejsc receptorowych dla EAA, w szczególności receptorów NMDA oraz miejsc 

transportowych dla tych aminokwasów (Rothman, Olney 1987, Foster i wsp.1989, Virnov i 

wsp. 1991). I tak np. sektor CA 1 hipokampa zawiera największą gęstość miejsc 

receptorowych NMDA w mózgu (Monaghan, Cotman 1985), przy stosunkowo małej 

gęstości miejsc transportowych dla EAA (Cotman i wsp. 1987, Anderson i wsp. 1990). W 

związku z tym sektor ten należy do rejonów mózgu odznaczających się dużą wrażliwością 

na różnego rodzaju czynniki uszkadzające, takie jak niedotlenienie/niedokrwienie, 

hipoglikemia, stan padaczkowy, zmiany starcze i neurotoksyny (Kirino 1984, Pulsineili i 

wsp. 1982). W przeciwieństwie do warstwy piramidowej hipokampa, duża gęstość miejsc 

receptorowych dla NMDA w warstwie molekularnej zakrętu zębatego jest zrównoważona 

przez bardzo wysoką gęstość miejsc transportowych dla EAA. Zdolność układu 

transportowego do utrzymania niskiego stężenia pozakomórkowego EAA odgrywa ważną 

rolę w zmniejszeniu wrażliwości danego rejonu mózgu na działanie neurotoksyn. 

Wybiórcza wrażliwość neuronalna zależy jednak nie tylko od typu i gęstości miejsc 

receptorowych EAA, lecz również od różnic w komórkowym układzie homeostazy wapnia 

(Mills, Kater 1990). Oba te czynniki łącznie najprawdopodobniej decydują o selektywnej 

cytotoksyczności EAA w stosunku do małych neuronów prążkowia (Coyle, Schwarcz 

1976) oraz neuronów piramidowych hipokampa (Nadler, Cuthbertson 1980, Mattson, 

Kater 1989) - tych samych, które ulegają zwyrodnieniu w pląsawicy Huntingtona (Coyle, 

Schwarcz 1976) i chorobie Alzheimera (Greenamyre, Young 1989). Sugerowany 

mechanizm, poprzez który następuje zwyrodnienie neuronów w tych procesach 

patologicznych, obejmuje przede wszystkim omówiony poprzednio nadmierny wzrost 

stężenia wewnątrzkomórkowego wapnia (Choi 1988a, b). 
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4. ROLA CYNKU W NEUROTRANSMISJI 
i 

Znaczenie endogennego cynku w procesie przekaźnictwa synaptycznego jest 

przedmiotem wielu kontrowersyjnych poglądów, niemniej nie ulega wątpliwości, że cynk 

spełnia istotną rolę w OUN (Duncan i wsp.1992). Cynk występuje w mózgu ssaków obok 

innych metali ciężkich takich, jak magnez, mangan i rtęć (Donaldson i wsp. 1973, Kozma i 

wsp. 1981). Znaczne jego ilości zostały znalezione w strukturze hipokampa u człowieka i 

szczura (Frederickson 1983, Danscher i wsp. 1985). Badania ultrastrukturalne wykazały, że 

większość cynku zlokalizowana jest w pęcherzykach synaptycznych kolbek pobudzających 

(Ibata, Otsuka 1969), skąd prawdopodobnie zostaje on uwalniany do przestrzeni 

synaptycznej w trakcie pobudzenia (Assaf, Chung 1984, Aniksztejn i wsp. 1987). 

Uwalnianie cynku do przestrzeni pozakomórkowej może występować spontanicznie (Perez-

Clausell, Denscher 1986) lub też towarzyszyć aktywacji i elektrycznej stymulacji neuronów 

(Assaf, Chung 1984, Charton i wsp. 1985, Aniksztejn i wsp. 1987). 

Postulowano, że podwyższenie stężenia endogennego cynku może modyfikować 

zarówno efekt postsynaptyczny GLU, wynikający z normalnej transmisji synaptycznej, jak i 

efekt neurotoksyczny, występujący podczas przedłużonej ekspozycji na działanie EAA w 

stanie padaczkowym. Iniekcje związków cynku do struktury hipokampa, wyzwalające 

napady padaczki skroniowej u szczurów i królików, potwierdziły udział tego metalu w 

patogenezie wyładowań padaczkowych (Ihto, Ebadi 1982, Pei, Koyama 1986). 

Jednocześnie niektóre badania doświadczalne sugerują wprost przeciwny, protekcyjny 

wpływ cynku w stosunku do napadów padaczkowych (Chung, Johnson 1983, Sterman i 

wsp. 1986). Badania histochemiczne wykazały ubytek cynku we włóknach pnących 

hipokampa szczura, przy jednoczesnym wzroście jego stężenia w wyrodniejących 

neuronach w warunkach stymulacji elektrycznej (Sloviter 1985), po ekspozycji na działanie 

kwasu kainowego (Frederickson i wsp. 1988) oraz po niedokrwieniu (Tonder i wsp. 1990). 

Wydaje się więc, że cynk może uczestniczyć w różnych procesach patologicznych i 

uwalniany w nadmiarze staje się neurotoksyczny. Badania przeprowadzone na hodowli 

tkankowej wykazały neurotoksyczny wpływ cynku w stosunku do komórek ziarnistych 

móżdżku i neuronów kory mózgu (Yokoyama i wsp. 1986, Koh, Choi 1988). Z drugiej 
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strony cynk hamuje pobudzenie neuronów kory mózgu spowodowane aktywacją 

receptorów NMDA (Peters i wsp. 1987, Westbrook, Mayer 1987) i nie-NMDA 

(Rassendren i wsp. 1990). Badania Łysko i wsp. (1989) przeprowadzone na komórkach 

ziarnistych móżdżku in vitro nie potwierdziły jednak efektu protekcyjnego Zn wobec 

toksyczności GLU. Mechanizm toksyczności cynku pozostaje zatem niejasny. 

5. ROLA ASTROGLEJU W NEUROTOKSYCZNOŚCI ENDOGENNYCH 

AMINOKWASÓW POBUDZAJĄCYCH 

Większość badań koncentruje się na neurotoksycznym działaniu EAA, znacznie mniej 

uwagi poświęca się ich efektom gliotoksycznym. Biorąc pod uwagę funkcjonalne interakcje 

neuronalno-glejowe, w rozważaniach dotyczących patologii gleju należy uwzględnić 

zarówno bezpośredni wpływ toksyczny EAA na komórki glejowe, jak i efekty pośrednie, 

wynikające z uszkodzeń neuronalnych. 

Komórki glejowe, przede wszystkim astrocyty, biorą udział w regulowaniu środowiska 

chemicznego otaczającego neurony i połączenia synaptyczne (Schousboe, Hertz 1982). 

Badania biochemiczne kompartmentacji GLU wskazują, że zarówno glej, jak i neurony 

uczestniczą w metabolizmie EAA. Obecność GLU stwierdzano nie tylko w obrębie 

komórek nerwowych i zakończeń neuronalnych, lecz również w cytoplazmie komórek 

glejowych i ich wypustek (Balazs i wsp. 1973, Nicklas i wsp. 1979). Przyjmuje się, ze 

astrocyty uczestniczą w zakończeniu sygnału pobudzającego EAA przez wychwyt zwrotny 

neurotransmiterów ze szczeliny synaptycznej za pomocą wysoce efektywnego układu 

transportowego (Henn i wsp. 1974, Balcar i wsp. 1977, Schousboe 1982, Flott, Seifert 

1991). Transport ten odgrywa kluczową rolę w utrzymaniu właściwych stężeń 

pozakomórkowych GLU. 

Dysfunkcja astrocytów może więc prowadzić do aktywacji reeptorów 

glutaminianowych, a następnie do uszkodzeń ekscytotoksycznych. Taki pośredni 

mechanizm neurotoksyczności sugerowano w odniesieniu do toksyczności nieorganicznych 

związków rtęci. Podstawą takiej hipotezy były obserwacje Brookes'a i wsp. (Brookes 1988, 
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Brokes, Kristt 1989) dokumentujące wybiórcze zahamowanie wychwytu GLU w hodowli 

korowej astrocytów inkubowanych z submikromolarnymi stężeniami HgCh. Stwierdzono, 

że hamowanie astrocytarnego wychwytu GLU i stymulacja jego uwalniania za pomocą 

chlorku rtęci, zostają zniesione przez związki blokujące grupy -SH, które przenikają przez 

błonę komórkową np. ditiotreitol (DTT). Wyniki te sugerują, że wrażliwe na rtęć grupy 

tiolowe zlokalizowane są w obrębie błony komórkowej astrocytów (Albrecht i wsp. 1993). 

Astrocyty uczestniczą w odtwarzaniu puli L-GLU w tzw.cyklu glutaminowym (Shank, 

Aprison 1981, Waniewski, Martin 1986), w którym GLU zostaje przekształcony w L-

glutaminę przy udziale syntetazy glutaminy. W zakończeniach presynaptycznych glutamina 

ulega powtórnemu przekształceniu w L-GLU przy udziale glutaminazy. Brak właściwej 

regulacji poziomu pozakomórkowego GLU może zaburzać neurotransmisję pobudzającą i 

normalny metabolizm neurotransmiterów oraz prowadzić do nadmiernej akumulacji GLU. 

Z drugiej strony nadmierne gromadzenie GLU w astrocytach może również zaburzać ich 

funkcje i redukować ich zdolności transportowe. Zaburzenie w funkcjonowaniu każdego 

komponentu układu neurotransmiterów może mieć udział w procesie ekscytotoksycznego 

uszkodzenia neuronów. 

W warunkach hamujących wychwyt zwrotny GLU do astrocytów, takich jak 

niedotlenienie, hipoglikemia czy zatrucie metaboliczne, można spodziewać się ujawnienia 

neurotoksycznego wpływu GLU, nawet przy jego niskich stężeniach. W hodowlach 

ubogich w astrocyty, a zatem niezdolnych do syntezy glutaminy, dochodzi do znacznego 

nagromadzenia GLU w przestrzeni pozasynaptycznej. W efekcie komórki nerwowe w takiej 

hodowli są wielokrotnie bardziej podatne na ekscytotoksyczność egzogennego GLU, niż 

hodowle bogate w astrocyty (Rosenberg 1991). Podobnego typu dysfunkcja astrocytów 

może być przyczyną ubytków komórek nerwowych po wstrząsie hipoksyjno-ischemicznym 

(Pulsinelli i wsp. 1982, Kirino 1982). 

17 
http://rcin.org.pl



6. WYBRANE STRUKTURY OUN ODZNACZAJĄCE SIĘ SZCZEGÓLNĄ 

WRAŻLIWOŚCIĄ NA DZIAŁANIE EKSCYTOTOKSYN 

Istnieją struktury OUN odznaczające się szczególną przydatnością do badań nad 

neurotoksycznością EAA. Do takich struktur, charakteryzujących się bogactwem synaps 

glutaminianergicznych oraz wysoką wrażliwością na działanie związków 

ekscytotoksycznych, należy formacja hipokampa oraz móżdżek. 

6. 1. Hipokamp 

Hipokamp reprezentuje strukturę limbiczną OUN, odznaczającą się charakterystycznym 

warstwowym układem komórek nerwowych rozwijającym się podczas dojrzewania i 

różnicowania tej struktury, tak in vivo, jak i in vitro (DeLong 1970, Gähwiller 1987, 1988, 

Caeser, Aertsen 1991). Zainteresowanie morfologią, fizjologią i patofizjologią hipokampa 

wynika z jego kluczowej roli w licznych procesach fizjologicznych i patologicznych m in. w 

procesie rejestrowania i odtwarzania informacji pamięciowych (Squire, Zola-Morgan 1991) 

oraz szczególnej wrażliwości komórek piramidowych na niektóre szkodliwe czynniki, takie 

jak niedokrwienie/niedotlenienie, napady padaczkowe, zmiany starcze i ekscytotoksyny 

(Ekström, Diemer 1982, Jorgensen, Diemer 1982, Perkins, Stone 1985, Furshpan, Potter 

1989). Wybiórcza wrażliwość neuronów sektora CA 1 hipokampa na czynniki uszkadzające 

w różnych stanach patologicznych jest prawdopodobnie związana z obecnością synaps 

glutaminianergicznych (Bramham i wsp. 1990). 

6.2. Móżdżek 

Kora móżdżku składa się z wysoko zorganizowanego układu neuronalnego 

zawierającego pięć podstawowych typów komórek nerwowych (Palay, Chan-Palay 1974). 

Badania immunocytochemiczne wskazują, że neurotransmiterem pobudzającym komórek 

ziarnistych móżdżku ssaków jest GLU (Sandoval, Cotman 1978, Somogyi i wsp. 1986), 

podczas gdy GABA jest neurotransmiterem komórek Purkinjego, komórek Golgiego i 

koszyczkowych (McLaughlin i wsp. 1974). Komórki ziarniste reprezentują najliczniejszą 

populację neuronalną móżdżku i tworzą synapsy na wszystkich innych komórkach kory 

móżdżku oprócz innych komórek ziarnistych (Palay, Chan-Palay 1974). Badania 
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prowadzone na hodowli móżdżku wykazały podobieństwo cech morfologicznych in vivo i 

in vitro (Herndon i wsp. 1981, Blank, Seil 1982). Po 8-10 dniach in vitro komórki ziarniste 

móżdżku szczura wykazują zróżnicowanie morfologiczne i funkcjonalne oraz wykazują 

wapniowo-zależne mechanizmy uwalniania GLU (Cull-Candy i wsp. 1988). Badania 

ultrastrukturalne hodowli móżdżku wykazały, że eksplantaty utrzymywane przez 19-21 DIV 

zawierają komórki Purkinjego zachowujące większość cech morfologicznych opisywanych 

w warunkach in vivo ( Blank, Seil 1982). 

7. UŻYTECZNOŚĆ MODELU HODOWLI TKANKOWEJ W BADANIACH 

NAD NEUROTOKSYCZNOŚCIĄ EAA. 

Hodowla tkankowa jest dogodnym modelem zarówno do badań strukturalnych, jak i 

patofizjologicznych układu nerwowego (Gähwiler 1987,1988, Jaeger i wsp. 1988, Bahr 

1995, Fountain, Teyler 1995). 

Użyteczność każdego pozaustrojowego układu modelowego zależy od stopnia, w jakim 

koresponduje on z warunkami in vivo. W zależności od sposobu prowadzenia hodowli 

tkanki nerwowej, komórki dojrzewają i różnicują się morfologicznie, tworząc mniej lub 

bardziej rozwiniętą funkcjonalną sieć wewnętrznych połączeń synaptycznych. W technice 

"roller-tube" komórki nerwowe eksplantatów pochodzących z różnych struktur mózgu 

utrzymują najistotniejsze cechy morfologiczne struktury macierzystej (De Boni i wsp. 

1984). Ultrastruktura komórek nerwowych i ich połączeń synaptycznych w obrębie 

eksplantatu hodowli hipokampa odpowiada morfologii tkanki in vivo (Zimmer, Gähwiler 

1984, Gähwiler 1987, Kim 1987, Bolz i wsp. 1990, Stoppini i wsp. 1993). 

Hodowla organotypowa w większym stopniu niż hodowla dysocjowana utrzymuje swoją 

podstawową cytoarchtektonikę, zostają również zachowane prawidłowe interakcje 

pomiędzy astrocytami i sąsiadującymi neuronami, co jest szczególnie ważne w badaniach 

nad wpływem zaburzeń w astrocytarnym transporcie GLU na uszkodzenia neuronalne. 

Proces przygotowywania skrawków łączy się jednak z uszkodzeniem przynajmniej części 

połączeń synaptycznych. Przerwane zostają nie tylko zewnętrzne połączenia aferentne i 
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eferentne, lecz również część połączeń wewnętrznych na poziomie przecięcia (Zimmer, 

Gähwiler 1984). 

W przypadku badań układu neuroprzekaźnikowego ważne jest stwierdzenie, czy 

hodowla zachowuje nie tylko swoją strukturę morfologiczną lecz także podstawowy 

fenotyp przekaźnikowy. Charakterystyka fenotypowa neuronów obejmująca cechy 

morfologiczne i system neurotransmiterów, określane w początkowym etapie rozwoju 

OUN, zostaje utrzymywana przez całe życie. Różnice fenotypowe pomiędzy neuronami 

mogą odgrywać rolę w wybiórczym zwyrodnieniu neuronów w rozwoju, starzeniu się 

ustroju i w procesach patologicznych (Mattson 1989). Badania hipokampa szczura in situ 

przy zastosowaniu technik immunocytochemicznych określiły prawidłowe rozmieszczenie 

neuroaktywnych aminokwasów (Bramham i wsp.1990). Liczne badania potwierdziły, że w 

większości hodowli organotypowych hipokampa szczura podstawowy układ włókien 

wewnętrznych utrzymuje prawidłowy fenotyp neuroprzekaźnikowy (Trop i wsp.1992). 

Hodowla organotypowa jest więc faktycznie bardziej „organotypowa" niż pierwotna 

hodowla dysocjowana pod względem cech fenotypowych. W neuropilu hipokampa in vilro 

stwierdzano wysoką immunoreaktywność GLU, co odpowiada bogatemu unerwieniu 

glutaminianergicznemu tej struktury w tych warunkach. Hodowla organotypowa, w której 

zostaje utrzymana zarówno cyto- jak i chemo-architektonika, stanowi szczególnie przydatny 

model dla badań neurotransmisji EAA w różnych warunkach experymentalnych. Model 

hodowli tkankowej nie odtwarza jednak wszystkich zmian obserwowanych w warunkach 

uszkodzeń in vivo m.in. zmian związanych z zaburzeniami przepływu krwi. Również 

odległe efekty neurotoksyczne i „opóźniona" śmierć neuronów nie mogą być przedmiotem 

badań in vilro ze względu na nasilone zmiany zwyrodnieniowe hodowli, związane z długim 

okresem utrzymywania tkanki w warunkach pozaustrojowych. Niemniej model hodowli 

tkankowej utrzymuje żywą tkankę przez kilka tygodni i pozwala na ocenę bezpośredniego 

wpływu badanych związków na poszczególne elementy komórkowe w różnym okresie 

różnicowania i dojrzewania badanej struktury (Heyes 1992), niezależnie od czynników 

naczyniowych i barierowych. 
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CEL PRACY 

Celem pracy była ultrastrukturalna ocena neurotoksycznego działania wybranych EAA 

w modelu hodowli tkankowej. Wykorzystanie do tego celu pozaustrojowej hodowli 

hipokampa i móżdżku szczura pozwoliło na ocenę bezpośredniego wpływu badanych 

związków na struktury o szczególnej wrażliwości na czynniki ekscytotoksyczne. 

Przedmiotem wstępnych badań była charakterystyka morfologiczna komórek 

nerwowych i glejowych hipokampa i móżdżku w procesie dojrzewania i różnicowania 

tkanki in vitro, co stanowiło wzorzec dla określenia późniejszych zmian patologicznych. 

Następnie przeprowadzono analizę zmian ultrastrukturalnych rozwijających się w 

hodowli organotypowej lub dysocjowanej hipokampa pod wpływem endogennych EAA 

(GLU, QUIN). Jej celem była ocena charakteru i dynamiki rozwoju uszkodzeń w zależności 

od stężenia podanej ekscytotoksyny oraz stopnia dojrzałości morfologicznej tkanki. 

Przedmiotem badań była również analiza nieprawidłowości ultrastrukturalnych w 

obrębie elementów cytoskeletonu oraz zmian ekspresji białka tau w cytoplazmie dojrzałych 

komórek nerwowych hipokampa eksponowanych na subtoksyczne stężenia GLU i QUIN, 

w związku z postulowanym udziałem tych EAA w procesie starzenia i innych chorobach 

zwyrodnieniowych OUN. 

Ponadto celem badań była morfologiczna ocena modulacji toksycznego działania QUIN 

i/lub GLU za pomocą związków o różnym punkcie uchwytu. W celu potwierdzenia 

wapniowej koncepcji neurotoksyczności EAA oceniano efekt protekcyjny blokerów 

kanałów wapniowych - nimodipiny i verapamils Następnie badano wpływ niektórych 

dwuwartościowych jonów metali: Mg2+ - blokujących receptory NMDA, Zn2+ -

odznaczających się właściwościami neurotoksycznymi i cytoprotekcyjnymi wobec EAA 

oraz Hg2+ - hamujących wychwyt astrocytarny GLU. Istotnym celem cyklu badań nad 

wpływem submikromolarnych stężeń Hg2+ była morfologiczna weryfikacja postulowanego 

pośredniego mechanizmu neurotoksyczności nieorganicznych związków rtęci, wiążącego 

obniżenie progu toksyczności dla GLU z hamowaniem jego transportu do astrocytów. 
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MATERIAŁ I METODY 

Badania przeprowadzono na hodowlach organotypowych hipokampa i móżdżku 

szczura oraz na hodowlach dysocjowanych hipokampa myszy. Doświadczenia prowadzono 

zarówno na młodych, jak i dojrzałych, dobrze zróżnicowanych, 14- lub 21-dniowyci 

hodowlach, wrażliwych na działanie endogennych aminokwasów pobudzających. 

1. Modele hodowli tkankowej: 

1.1. Model organotypowej hodowli tkankowej. 

Prowadzono hodowle organotypowe struktury hipokampa i móżdżku pobranych od 

noworodków szczurzych rasy Wistar w wieku: 

- 2-3 dni życia - do hodowli hipokampa, 

- 8-24 godzin życia - do hodowli móżdżku 

Noworodki dekapitowano, zdejmowano pokrywę czaszki i w sterylnych warunkach 

przenoszono mózgowie do naczynia zawierającego płynne środowisko wzrostowe. W celu 

wyodrębnienia struktury hipokampa prowadzono lekko skośne cięcie w płaszczyźnie 

strzałkowej przez obie półkule mózgu. Wyizolowany hipokamp krojono poprzecznie na 

skrawki o grubości 0,5-0,7 mm. Móżdżek oddzielony od tyłomózgowia krojono na 

skrawki o grubości 0,5-1,0 mm. Uzyskane w ten sposób fragmenty tkanki (eksplantaty) 

umieszczano na szkiełkach podstawowych pokrytych cienką warstwą zżelifikowanego 

kolagenu (kolagen otrzymany i zdializowany wg. metody podanej przez Borsteina (1958). 

Szkiełka wraz z eksplantatem umieszczano we flaszkach Carella lub komorach Maximowa. 

Hodowle utrzymywano w płynnym środowisku wzrostowym składającym się z 20% 

inaktywowanej surowicy ludzkiej lub bydlęcej płodowej (Gibco), 80% płynu 

wieloelektrolitowego MEM (Minimal Essential Medium) z dodatkiem glukozy w stężeniu 

końcowym w medium 600mg%. Hodowle prowadzono bez użycia antybiotyków. Płyn 

wzrostowy zmieniano co 2-3 dni po uprzednim przepłukaniu hodowli w płynie 

wieloelektrolitowym przez okres 1-2 minut. Hodowle utrzymywano w warunkach 

standardowych w cieplarce w temperaturze 36,0-36,5°C. We wczesnym okresie wzrostu in 
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virlo eliminowano eksplantaty wykazujące skąpy wieniec wzrostu. Hodowle prowadzono w 

warunkach standardowych i w odpowiedno dobranym wieku inkubowano w płynie 

odżywczym zwierającym badane związki ekscytotoksyczne i/lub czynniki modulujące. 

Prowadzono codzienne obserwacje przyżyciowe hodowli w odwróconym mikroskopie 

fazowo-kontrastowym f-my Nikon-Diaphot. Kontrolę do każdej grupy doświadczalnej 

stanowiły hodowle w tym samym wieku przetrzymywane przez cały okres wzrostu in vitro 

w warunkach standardowych. 

1.2. Model dysocjowanej hodowli tkankowej:. 

Hodowle zakładano z hipokampa 18-dniowych płodów myszy szczepu C57/B1. W 

sterylnych warunkach izolowano półkule mózgu, które następnie umieszczano w naczyniu 

zawierającym izotoniczny roztwór chlorku sodu, pozbawiony jonów magnezu i wapnia 

(CMF). Zdejmowano oponę miękką i oddzielano formację hipokampa od reszty mózgowia 

wykonując cięcie wzdłuż dobrze widocznej szczeliny hipokampa. Wyizolowane w ten 

sposób struktury hipokampa (10-12 sztuk) krojono na fragmenty o średnicy l-l,5mm. Cały 

materiał przenoszono do naczynia zawierającego 1 ml 0,25% sterylnej trypsyny w CMF i 

inkubowano przez 10-15 minut w temperaturze 37°C. Po odpipetowaniu roztworu 

trypsyny, pozostałe w naczyniu fragmenty tkanki płukano 3-krotnie w CMF, po czym 

dodawano lml płynu odżywczego i dysocjowano tkankę na poszczególne komórki poprzez 

wielokrotne aspirowanie we włosowatej pipecie pasterowskiej. Otrzymaną w ten sposób 

zawiesinę komórek wirowano przez 1 minutę w szybkoobrotowej wirówce przy obrotach 

1.500 obrotów/minutę. Supernatant odpipetowywano, natomiast komórki zawieszano w 2 

ml płynu odżywczego o składzie: 5% płodowej surowicy cielęcej, 5% płodowej surowicy 

ludzkiej, 50% płynu wieloelektrolitowego Eagle'a (Eagle's Minimal Essential Medium), 

40% buforowanego roztworu soli Simms X7 (BSS) z dodatkiem glukozy w stężeniu 

końcowym 600 mg% i 0,2 U/ml insuliny. Dwie krople zawiesiny komórek umieszczano na 

szkiełkach podstawowych o wymiarach 22 x 22 mm, uprzednio pokrytych zżelifikowanym 

kolagenem. Następnie szkiełka podstawowe umieszczano na niewielkich, szklanych 

podstawkach położonych na dnie 60-milimetrowych płytek Petriego, które przetrzymywano 

przez 5-6 dni w temp. 35,5°C w atmosferze utrzymującej 95% wilgotność i stały 5% 

23 http://rcin.org.pl



przepływ CO2. Po 5-6 dniach prowadzenia w ten sposób hodowli, szkiełka podstawove z 

hodowlami przenoszono z płytek Petriego do 40-milimetrowych plastikowych naczyń, 

zalewano je 1 ml płynu odżywczego i pozostawiano w cieplarce w temp. 35,5°C. Nie 

używano antybiotyków. Płyn odżywczy hodowli zmieniano co 8-10 dni. Hodowle oglądano 

codziennie w odwróconym mikroskopie fazowo-kontrastowym. W odpowiednio dobrarych 

okresach wzrostu hodowli in vitro (18-20 DIV) zmieniano środowisko odżywcze hodowli 

na płyn odżywczy zawierający badane związki ekscytotoksyczne. Hodowle kontrolne p zez 

cały okres wzrostu in vitro pozostawały w prawidłowym środowisku odżywczym W 

odpowiednich przedziałach czasowych wybrane hodowle utrwalano do mikroskopu 

świetlnego i elektronowego. 

2. Badania morfologiczne: 

2.1. Badania w mikroskopie świetlnym: 

W mikroskopie świetlnym prowadzono zarówno obserwacje przyżyciowe hodovli w 

mikroskopie fazowo-kontrastowym, jak i badania histologiczne materiału utrwalorego. 

Hodowle przeznaczone do badań histologicznych płukano 3-krotnie po 10 minut w ptynie 

Locke'a w temp.36°C, a następnie utrwalano w 10% formalinie lub płynie Carnoy'a w 

zależności od metodyki barwienia. Utrwalone hodowle barwiono błękitem toluidyny, 

fioletem krezylu i wg.metody Bodiana (metody histologiczne zostały opracowane i 

zmodyfikowane dla pozaustrojowej hodowli tkanki nerwowej przez M.R.Murray - spis 

metod niepublikowany, dostępny w laboratorium Pracowni Hodowli Tkanek I CMI» i K 

PAN). W mikroskopie świetlnym opracowywano charakterystykę morfologczną 

eksplantatu i strefy wzrostu w poszczególnych okresach wzrostu in vitro. 

2.2. Badania w mikroskopie elektronowym: 

Do badań ultrastrukturalnych w mikroskopie elektronowym pobierano hodowle w 

odpowiednio dobranych czasach z poszczególnych grup doświadczalnych i kontrohych. 

Hodowle organotypowe utrwalano w 2% roztworze aldehydu glutarowego w biforze 

kakodylanowym o pH 7,2, a następnie w 1% czterotlenku osmu, odwadniano w roztwDraich 
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alkoholu etylowego o wzrastających stężeniach i zatapiano w Eponie 812. Hodowle 

dysocjowane utrwalano w 2,5% aldehydzie glutarowym w buforze fosforanowym o pH 7,2, 

następnie w 1% czterotlenku osmu w tym samym buforze, odwadniano w alkoholach o 

wzrastających stężeniach i zatapiano w Araldynie. Zatopiony materiał hodowli 

organotypowych i dysocjowanych krojono na ultramikrotomie LKB na ultracienkie 

skrawki, które następnie kontrastowano octanem uranylu i cytrynianem ołowiu. Materiał 

oglądano i opracowywano jego dokumentację fotograficzną w mikroskopie elektronowym 

JEMXB 1500. 

3. Materiał doświadczalny: 

I. Charakterystyka morfologiczna hodowli tkankowej hipokampa i móżdżku 

1.1. Rozwój hipokampa w hodowli organotypowej 

1.2. Rozwój hipokampa w hodowli dysocjowanej 

1.3. Rozwój móżdżku w hodowli organotypowej 

Opracowano charakterystykę morfologiczną badanych struktur w poszczególnych 

okresach wzrostu in vitro. W odpowiednio dobranych czasach: 3, 6, 8, 11, 14, 21 dni in 

vitro (DIV) wybrane hodowle utrwalano do mikroskopu świetlnego i elektronowego. 

II. Ocena neurotoksveznego działania wybranych EAA (QUIN I GLU) na 

hodowle hipokampa 

n.l. Ocena efektu neurotoksycznego GLU i QUIN po podaniu do hodowli 

organotypowej hipokampa. 

Oceniano dynamikę narastania oraz nasilenie uszkodzeń strukturalnych w obrębie 

poszczególnych elementów komórkowych hipokampa podczas rozwoju i dojrzewania 

organotypowych hodowli tkankowych, inkubowanych w środowisku zawierającym różne 

stężenia QUIN i GLU (Sigma, Co.). Przygotowywano roztwór podstawowy EAA, z 
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którego następnie dodawano odpowiednią ilość do płynu odżywczego, uzyskując w ten 

sposób wymagane stężenie końcowe: 

-500 |iM i 1 mM dla GLU (neurotoksyczna dawka GLU - Olney 1969), 

-100 (0.M i 1 mM dla QUIN (niższe stężenie QUIN umotywowane jego 5-krotn.e 

wyższą toksycznością w porównaniu z GLU - patrz wstęp) 

Ekscytotoksyny podawano do hodowli organotypowych hipokampa w wieku 7, 14 i 

21 DIV. W każdym z wymienionych przedziałów czasowych hodowle utrzymywano w 

środowisku zawierającym badane EAA przez następne 2, 24 godziny oraz 3 i 7 dni. 

Przeprowadzając 7-dniową ekspozycję hodowli na działanie EAA, 2-krotnie zmieniano 

płyn odżywczy zawierający badaną ekscytotoksynę. 

11.2. Zmiany mikroskopowo-elektronowe w hodowli dysocjowanej hipokampa 

wywołane podaniem QUIN w stężeniu subtoksycznym: 

14-dniowe hodowle dysocjowane hipokampa myszy poddawano 24-godzinnej, 1- lub 

3-dniowej, ekspozycji na działanie QUIN w stężeniu 50 |iM. Model hodowli dysocjowanej, 

zachowującej pojedynczą warstwę komórek i neuropilu przez cały okres wzrostu /// vitro, 

umożliwiał bezpośrednią ocenę niskich stężeń QUIN na poszczególne komorki nerwowe 

oraz wytworzone między nimi połączenia synaptyczne. 

11.3. Wpływ subtoksycznych stężeń GLU i QUIN na obraz ultrastrukturalny oraz 

ekspresję białka tau w hodowli organotypowej hipokampa. 

Badano wpływ GLU w stężeniu 100 |iM oraz QUIN w stężeniu 10 jiM na obraz 

ultrastrukturalny i immunoreaktywność białka tau w dobrze zróżnicowanych 21-dniowych 

hodowlach organotypowych hipokampa szczura. Po upływie 24 godzin oraz 7 i 14 dni od 

momentu podania badanych ekscytotoksyn wybrane hodowle utrwalano do mikroskopu 

elektronowego oraz do badań immunocytochemicznych z przeciwciałem monoklonalnym 

przeciw białku tau-1 (orginalne przeciwciało I. Grundke-Iqbal) w celu wykaznia ekspresji 
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tego białka. Hodowle przeznaczone do badań immunocytochemicznych utrwalano w 4% 

paraformaldehydzie w PBS, poddawano działaniu fosfatazy alkalicznej przez okres 4 

godzin w buforze Tris o pH 8 i inkubowano przez noc w temperaturze 4°C z przeciwciałem 

monoklonalnym przeciwko białku tau - 1 w rozcieńczeniu 1:20 000. Hodowle dokładnie 

płukano w PBS, inkubowano przez 1 godzinę z biotynylowanym IgG anty-mysim, a 

następnie przez 1 godzinę koniugowano z ekstrawidyną-peroksydazą w stężeniu 1:200 

(obydwa związki). Produkt reakcji był uwidaczniany przy pomocy dwuaminobenzydyny w 

obecności peroksydazy hydrogenowej. W końcowym etapie hodowle podbarwiano 

hematoksyliną. 

Itl. Modulacja neurotoksyczncgo działania EAA 

Badania przeprowadzono na dobrze zróżnicowanych, 21-dniowych hodowlach 

organotypowych hipokampa lub móżdżku szczura, odznaczających się dużą wrażliwością 

na działanie związków ekscytotoksycznych. Hodowle inkubowano w środowisku 

zawierającym EAA oraz związki o potencjalnych właściwościach modulujących ich 

działanie neurotoksyczne. 

W każdej z poszczególnych grup doświadczalnych prowadzono równolegle 4 podgrupy 

hodowli, utrzymywanych w płynie odżywczym zawierającym: 

a1 aminokwas pobudzający (QUIN lub GLU) 

b/ czynnik modulujący 

cl oba związki (EAA + czynnik modulujący) jednocześnie 

c/ standardowe środowisko wzrostowe (grupa kontrolna). 

Po 24 godzinach, 3 i 7 dniach ekspozycji na działanie EAA i/lub czynnika modulującego 

materiał utrwalano do badań morfologicznych. 

Według powyższego schematu prowadzono następujące grupy doświadczalne: 
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III.l. Efekt cytoprotekcyjny blokerów kanałów wapniowych (nimodipiny 

verapamilu) wobec neurotoksycznego działnia QUIN w hodowli 

organotypowej hipokampa: 

Oceniano wpływ nimodipiny i verapamilu na rozwój zmian morfologicznych 

powstających w hodowli organotypowej hipokampa szczura, poddanej działaniu QUIN. 

W 21 dniu wzrostu in vitro do środowiska odżywczego hodowli podawano QUIN v 

stężeniu 100 pM oraz QUIN jednocześnie z nimodipiną lub verapamilem w stężeniach 

lOOpM. Zmiany morfologiczne oceniano po 24 godzinach, 3 i 7 dniach od podania 

badanych związków. Równolegle prowadzono hodowle eksponowane na działanie samej 

nimodipiny lub verapamilu. 

III. 2. Badania ultrastrukturalne wewnątrzkomórkowej lokalizacji wapnia w modelu 

neurotoksycznych uszkodzeń wywołanych podaniem QUIN oraz po 

zablokowaniu kanałów wapniowych. 

Badania przeprowadzono na 21-dniowych hodowlach organotypowych hipokampa 

szczura, utrzymywanych w płynie odżywczym zawierającym QUIN w stężeniu 

neurotoksycznym (100 pM) lub QUIN jednocześnie z blokerem kanałów wapniowych -

nimodipiną (oba związki w stężeniach po 100 pM). Materiał utrwalano do mikroskopu 

elektronowego po 24 godzinach, 3 i 7 dniach ekspozycji na badane związki. 

Ultrastrukturalną lokalizację wapnia uzyskano utrwalając materiał do mikroskopu 

elektronowego przy zastosowaniu cytochemicznej metody pyroantymonowej (Borgers i 

wsp.1981) zmodyfikowanej przez Griffiths i wsp. (1983). Wg. tej metody hodowle 

tkankowe utrwalano przez noc w temperaturze 4°C w 90 mM szczawianie potasu w 2% 

roztworze aldehydu glutarowego o pH 7,4. Następnie hodowle płakano przez 5 minut w 

90 mM szczawianie potasu w 1,9% roztworze wodnym sacharozy o pH 7,4. Skrawki 

dotrwalano przez 2 godziny w temperaturze pokojowej w mieszaninie 2% czterotlenku 

osmu i 2% pyroantymonianu potasu o pH 7,4. Następnie przez 1 > minut przemywano je 

kilkakrotynie zimną wodą destylowaną o pH 10. Materiał odwadniano w roztworach 
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alkoholu etylowego o wzrastających stężeniach i zatapiano w Eponie 812. Ultracienkie 

skrawki montowano na siatkach niklowych, a następnie lekko kontrastowano cytrynianem 

ołowiu i octanem uranylu. 

W celu wykazania specyficzności reakcji, kontrolne ultracienkie skrawki traktowano 

roztworem 5mM EGTA (kwas dietyleno-glikolo-tetraooctowy) - związku chelatującego 

wapń przez 1 godzinę w temp.60°C. Materiał kontrolny inkubowano przez 1 godzinę w 

wodzie destylowanej o temp.60°C. 

III. 3. Wpływ jonów Zn2+ na rozwój zmian ckscytotoksycznych powstających pod 

wpływem QUIN. 

Badania przeprowadzano na 21-dniowych hodowlach organotypowych hipokampa 

szczura, którym do medium odżywczego podawano QUIN w stężeniu 100 jiM, ZnCl2 w 

stężeniu 100 jiM lub oba związki jednocześnie na okres następnych 24 godzin oraz 3 i 7 

dni. Hodowle kontrolne utrzymywano w warunkach standardowych. 

III. 4. Wpływ jonów Mg2+ na uszkodzenia neuronalne wywołane ekspozycją 

hodowli organotypowej hipokampa na działanie QUIN. 

Badania przeprowadzono na 21-dniowych hodowlach organotypowych hipokampa 

szczura, które inkubowano w płynie wzrostowym zawierającym QUIN w stężeniu 100 (iM 

lub QUIN z MgCl2 w stężeniu 100 |iM lub 1 mM. Oba związki podawano jednocześnie lub 

MgCh podawano z 30-minutowym wyprzedzeniem w stosunku do ekspozycji na działanie 

QUIN. Materiał utrwalano do mikroskopu elektronowego po 24 godzinach, 3 i 7 dniach od 

momentu podania badanych związków. 
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III.5. Wpływ subtoksycznych stężeń HgCh na obniżenie progu neurotoksyczności 

GLU w hodowli organotypowej móżdżku. 

Badania przeprowadzono na dojrzałych, 21-dniowych hodowlach organotypowych 

móżdżku sczura, którym do płynu odżywczego podawano subtoksyczne stężenie GLU 

(100 jxM), submikromolarne stężenie HgC^ (1 [iM) lub oba związki związki równocześnie. 

Po 30-minutowej, 1- i 3-dniowej ekspozycji na działanie badanych związków hodowle 

utrwalano do mikroskopu elektronowego. 

W celu udokumentowania ekscytotoksycznego mechanizmu działania mikromolarnych 

stężeń chlorku rtęci podawano MK-801 (dizocilpinę) - antagonistę receptorów NMDA. 

MK-801 w stężeniu 10 )iM podawano do płynu odżywczego hodowli z 10-minutowyn 

wyprzedzeniem w stosunku do ekspozycji na działanie subtoksycznych stężeń GLU i HgCb-

Równolegle prowadzono hodowle eksponowane na działanie samego MK-801 oraz grupę 

hodowli kontrolnych, utrzymywanych w standardowym środowisku wzrostowym. 

W dalszym etapie badań porównywano efekt działania dwóch związków reagujących z 

grupami -SH; ditiotreitolu (DTT) - związku przenikającego przez błonę komórkową oraz 

zredukowanego glutationu (GSH) - związku nieprzenikającego przez błonę komórkową na 

uszkodzenia neuronalne, powstające po jednoczesnym podaniu subtoksycznych stężeń GLU 

i HgCh. W tym celu podawno ImM DTT lub ImM GSH na 10 minut przed podaniem 100 

|iM GLU łącznie z 1 |iM HgCh. Równolegle prowadzono hodowle eksponowane 

wyłącznie na DTT lub GSH. Materiał utrwalano do mikroskopu elektronowego po 24 

godzinach, 1 i 3 dniach ekspozycji na badane związki. 
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W Y N I K I  

Część I. CHARAKTERYSTYKA MORFOLOGICZNA HODOWLI TKANKOWEJ 

HIPOKAMPA I MÓŻDŻKU 

I. 1. Rozwój hipokampa w hodowli organotypowei: 

I.l.l.Obserwacje w mikroskopie świetlnym: 

Większość hodowli w wieku 3-21 dni in vitro zawierała dobrze rozwinięty hipokamp z 

podkowiastym zarysem warstwy komórek piramidowych. Każdy eksplantat otoczony był 

strefą wzrostu, zawierającą pojedyncze komórki nerwowe oraz liczne komórki astroglejowe 

oraz sieć wypustek neuronalnych i glejowych. 

Eksplantaty hodowli hipokampa utrzymywały swoje typowe warstwowe ułożenie 

komórek piramidowych i ziarnistych aż do 7 dnia wzrostu in vitro (DIV) (Rye. la). W ciągu 

pierwszych dni prowadzenia hodowli obserwowano dość liczne wypustki komórek 

glejowych i neuronalnych wywędrowujące do strefy wzrostu (Ryc.lb). W ciągu 2-go i 3-go 

tygodnia wzrostu in vitro explantat ulegał stopniowemu ścieńczeniu, umożliwiając 

identyfikację poszczególnych komórek nerwowych i glejowych (Ryc.2). Po 3-ch 

tygodniach około 85% hodowli utrzymywało swoją typową cytoarchitektonikę. Tylko takie 

hodowle włączono do dalszych badań ultrastrukturalnych. 

1.1.2. Obserwacje mikroskopowo-elektronowe: 

W młodych, 3-dniowych hodowlach hipokampa stwierdzano obecność nisko 

zróżnicowanych komórek nerwowych i glejowych, odznaczających się dominującym 

jądrem oraz skąpą cytoplazmą, ubogą w organelle komórkowe (Ryc.3). Neuropil 

wykazywał znaczną niedojrzałość. Widoczne były liczne stożki wzrostu i kolbki aksonalne 

wypełnione dość dużymi, jasnymi pęcherzykami (Ryc.4). Niedojrzałe połączenia 
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Rye. 1. Hodowla organotypowa hipokampa, 3 DlV, fiolet krezylu. 
a) Podkowiasty zarys warstwy piramidowcj hipokampa. x 60 
b) Liczne wypustki ncuronalnc i glcjowc wyrastające z cksplantatu. x 200 

Ryc. 2. Hipokamp 21 DIV, fiolet krezylu. Liczne komórki piramidowe w brzeżnej strefie 
eksplantatu (strzałki). x 400 
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/fyc. 3. Hipokamp 3 DIV. Nisko zróżnicowane komórki ze stosunkowo dużym jądrem komór­
kowym oraz skąpą, ubogą w organelle komórkowe, cytoplazmą. x 9 500 

" 1 . •. • •, I 

Ryc. 4. Hipokamp 3 DIV. Niedojrzały neuropil zawierający stożki wzrostu i zakończenia akso-
nalne (ax) wypełnione okrągłymi, jasnymi pęcherzykami. x 30 000 
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synaptyczne charakteryzowały się skąpą ilością pęcherzyków synaptycznych oraz słabo 

zaznaczonymi zagęszczeniami pre- i postsynaptycznymi. 

W 8 dniu wzrostu in vitro można już było zidentyfikować 3 podstawowe typy 

komórek nerwowych: piramidowe, ziarniste i wstawkowe. Licznie reprezentowane 

komórki piramidowe odznaczały się owalnym lub lekko okrągłym jądrem z równomiernie 

rozproszoną chromatyną (Ryc.5). Ich obfita cytoplazma zawierała liczne organelle 

komórkowe, takie jak kanały siatki śródplazmatycznej ziarnistej, wolne rybosomy, liczne 

neurotubule oraz pojedyncze ciała wielopęcherzykowe. Aparat Golgiego złożony z licznych 

kanałów, zbiorników i pęcherzyków tworzył odzielne kompleksy zlokalizowane w rożnych 

rejonach cytoplazmy. Komórki ziarniste odznaczały się owalnym lub okrągłym jądrem, 

otoczonym jedynie wąskim rąbkiem, ubogiej w organelle komórkowe, cytoplazmy (Ryc.6) 

Wśród populacji neuronalnej spotykano pojedyncze komórki nerwowe, które pod 

względem cech morfologicznych odpowiadały neuronom wstawkowym. Wyróżniało je 

nieregularne jądro komórkowe z głębokimi wgłobieniami w obrębie błony jądrowej. Jądra 

niektórych komórek wstawkowych zawierały wyraźne jąderko oraz śródjądrowe pęczki 

równoległych, cienkich włókienek. W obfitej cytoplazmie tych komórek występowały 

długie kanały siatki śródplazmatycznej ziarnistej, tworzące charakterystyczne rzędowe 

układy (Ryc.7). W obrębie neuropilu widoczne były pojedyncze stożki wzrostu wypełnione 

dużymi, jasnymi pęcherzykami. Obecne były również dosyć liczne połączenia synaptyczne o 

zróżnicowanej dojrzałości morfologicznej. Najliczniej reprezentowane były synapsy akso-

dendrytyczne i akso-kolcowe (Ryc.8a). Poszczególne synapsy tego typu różniły się jednak 

ilością pęcherzyków synaptycznych w kolbkach aksonalnych, stopniem specjalizacji błon 

pre- i postsynaptycznych oraz ilością organelli w cytoplazmie wypustek aksonalnych i 

dendrytycznych. Większość zakończeń aksonalnych zawierała niewielką ilość pęcherzyków, 

zlokalizowanych zwykle w pobliżu błony presynaptycznej. Większość synaps wykazywała 

symetryczne zagęszczenia błon pre- i postsynaptycznych. Dojrzałe synapsy akso-

somatyczne nie występowały. Pojedyncze zakończenia aksonalne przylegały ściśle do 

powierzchni komórki nerwowej, nie stwierdzano jednak wyraźnie wykształconego 

zagęszczenia pre- i postsynaptycznego (Ryc.8b). 
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Rye. 5. Hipokamp 8 DIV. Neuron piramidowy hipokampa z obfitą cytoplazmą zawierającą liczne 
mitochondria (MT), kanały siatki sródplazmatycznej ziarnistej (GER), aparat Golgicgo (GA) 
oraz neurotubule (nt). x 18 500 

Ryc. 6. Hipokamp 8 DIV. Komórka ziarnista, odznaczająca się owalnym jądrem oraz skąpą cyto 
plazmą. x 9 000. 
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Rye. 7. Hipokamp 8 DI V Neuron wstawkowy o nieregularnym jądrze komórkowym z pęczka-
mi włókienck śródjądrowych (strzałki) oraz obfitej cytoplazmie, zawierającej Iczne 
kanały siatki śródplazmatycznej ziarnistej (GER). x 15 000 

Ryc. 8. Hipokamp 8 DIV. (a) Kolbki aksonalne (ax,, ax2) twoizące połączenia synapt'czinc 

z kolcem dcndrytycznym (s) lub z dendrytem (d). x 32 000 (b) Kolbka aksonalni (a:x) 

przylegająca do powierzchni ciała komórki nerwowej. x 30 000 
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W 14 DIV neurony piramidowe wykazywały cechy znacznej dojrzałości morfologicznej 

i odznaczały się dużym, owalnym jądrem oraz obfitą, bogatą w organelle komórkowe, 

cytoplazmą. W części perykarialnej cytoplazmy występowały liczne mitochondria, dobrze 

rozwinięty aparat Golgiego oraz regularne, rzędowe układy kanałów ziarnistej siatki 

śródplazmatycznej (Ryc.9). Komórki ziarniste odznaczały się typowym okrągłym jądrem 

komórkowym, otoczonym wąskim pasmem cytoplazmy, zawierającej nieliczne, krótkie 

kanały siatki śródplazmatyczej, małe mitochondria, liczne wolne rybosomy oraz słabo 

rozwinięty aparat Golgiego (Ryc.10). Sporadycznie obserwowano komórki odznaczające 

się głębokimi wgłobieniami błony jądrowej oraz bogatą w organelle komórkowe 

cytoplazmą, należące do komórek wstawkowych. 

W neuropilu 11- i 14-dniowych hodowli obecne były zarówno liczne synapsy akso-

dendrytyczne, jak i akso-kolcowe (Ryc.lla). Kolce dendrytyczne zawierały krótkie kanały 

gładkiej siatki śródplazmatycznej lub aparat kolcowy. Czasem kilka kolbek aksonalnych 

kontaktowało się z jedną wypustką dendrytyczną (Ryc.llb). Większość synaps akso-

kolcowych wykazywała niesymetryczne zagęszczenia błonowe pre- i postsynaptyczne, 

podczas gdy synapsy akso-dendrytyczne wykazywały zarówno symetryczny, jak i 

asymetryczny typ połączeń. Czasem pojedyncze zakończenie aksonalne tworzyło kilka 

akso-kolcowych połączeń z różnymi kolcami dendrytycznymi (Ryc.l2a). Zakończenia 

presynaptyczne zawierały nadal różną liczbę pęcherzyków synaptycznych. Przeważały 

niewielkie, okrągłe pęcherzyki z elektronowo-jasną zawartością. Czasem obecne były 

pojedyncze, duże pęcherzyki z ciemnym rdzeniem (Ryc.l2b). Większość pęcherzyków 

synaptycznych gromadziła się w niewielkiej odległości od błony presynaptycznej. Obecne 

były również pojedyncze synapsy akso-somatyczne, których kolbki aksonalne zawierały 
i 

małą ilość okrągłych, jasnych pęcherzyków, ściśle przylegających do błony presynaptycznej. 

W 21 DIV występowały całkowicie dojrzałe neurony poszczególnych typów, składając 

się na obraz dobrze zróżnicowanej struktury hipokampa. Zbity neuropil złożony był z gęsto 

ułożonych wypustek neuronalnych i glejowych oraz licznych dojrzałych połączeń 

synaptycznych z wyraźnymi zagęszczeniami pre- i postsynaptycznymi. W obrębie kolbek 

aksonalnych przeważały małe, okrągłe, elektronowo-przezierne pęcherzyki synaptyczne. 
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Ryc. 9. Hipokamp 14 DIV Komórka piramidowa z obfitą cytoplazmą zawierającą liczne kanały 
siatki sródplazmatycznej ziarnistej (GER), dobrze rozwinięty aparat Golgicgo (GA), mitochon­
dria (MT) oraz liczne wolne rybosomy i neurotubule. x 13 000 

Ryc. 10. Hipokamp 11 DIV. Komórka ziarnista o skąpej cytoplazmie zawierającej krótkie kanały 

siatki sródplazmatycznej ziarnistej (GER), mitochondria (MT) oraz wolne rybosomy. x 10 OOO 
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Rye. 11. Hipokamp 11 DIV. (a) Synapsy akso-kolcowe pomiędzy kolbkami aksonalnymi (aX[, 

ax2) i kolcami dcndrytycznymi (s,, s2). x 24 000 (b) Dendryt postsynaptyczny (d) otoczony 

trzema kolbkami aksonalnymi (ax,, ax2, ax3). x 32 000 

Rye. 12. Hipokamp 14 DIV. (a) Zakończcnic aksonalne (ax) tworzące symetryczne połączenia 

akso-kolcowe z kolcami dendrytycznym (slt s2). x 24 300 (b) Synapsa akso-kolcowa. Kolbka 

aksonalna (ax) zawiera liczne male, jasne pęcherzyki oraz duży pęcherzyk z clektronowo-

-gęstym rdzeniem (strzałka). Kolec dendrytyczny (s). x 45 000 
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W 21 dniu wzrostu in vitro najliczniejsze były nadal asymetryczne synapsy akso-

dendrytyczne i akso-kolcowe. Szczeliny synaptyczne były stosunkowo szerokie, a 

zagęszczenia postsynaptyczne zaznaczone wyraźniej od presynaptycznych (Ryc.l3a). 

Obecne były również synapsy akso-somatyczne oraz duże kompleksy zakończeń 

aksonalnych wypełnione licznymi pęcherzykami synaptycznymi, które prawdopodobnie 

odpowiadały włóknom pnącym (Ryc.l3b). 

Przez cały okres rozwoju hipokampa in vitro w obrębie eksplantatu dominowały 

astrocyty protoplazmatyczne charakteryzujące się skąpą, ubogą w organelle komórkowe, 

cytoplazmą (Ryc.14). Jądra astrocytów protoplazmatycznych odznaczały się regularnym 

zarysem otoczki jądrowej oraz ziarnistą, ubogą chromatyną, rozproszoną równomiernie w 

karioplazmie. W obrębie cytoplazmy widoczne były nieliczne krótkie kanały ziarnistej siatki 

śródplazmatycznej, pojedyncze wolne rybosomy, nieliczne mitochondria słabo 

rozbudowany aparat Golgiego oraz pojedyncze gliofilamenty. Mniej liczne były astrocyty 

włókniste, charakteryzujące się nieregularnym kształtem jądra komórkowego z 

pofałdowaną otoczką jądrową oraz cytoplazmą zawierającą liczne włókienka glejowe. 

Jedynie w odległej strefie wzrostu dojrzałych, 2I-dniowych hodowli hipokampa 

//ystępowały dość liczne astrocyty włókniste, odznaczajace się obfitą cytoplazmą 

wypełnioną licznymi pęczkami i pasmami gliofilamantów (Rye. 15). 
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Rye. 13. Hipokamp 21 DIV. (a) Asymetryczna synapsa akso-kolcowa z szeroką szczeliną synap­
tyczną oraz dobrze zaznaczonymi zagęszczeniami pre- i postsynaptycznymi (strzałki). x 36 000 
(b) Zakończenie aksonalne włókna pnącego wypełnione pęcherzykami synaptycznymi. Wyraźne 
zagęszczenia błonowe (groty strzałek). x 30 000 

f\ . 'ii V-

mmm 

Ryc. 14. Hipokamp 21 DIV. Astrocyty protopłazmatycznc ze skąpą, cłcktronowo-przczicrną 
cytopłazmą, zawierającą nieliczne organelle komórkowe. x 15 000 
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Rye. 15. Hipokamp 21 DIV. Astrocyt włóknisty z obfitą cytoplazmą wypełnioną gliofilamcn-

tami (gf). x 7 5000 
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1.2. Rozwój hipokampa w hodowli dysocjowanej: 

1.2.1. Obserwacje w mikroskopie świetlnym. 

W pierwszych dniach wzrostu in vitro stwierdzano obecność nisko zróżnicowanych 

komórek nerwowych i glejowych. W 5-7 DIV obserwowano wyrastanie wypustek 

neuronalnych wokół izolowanych komórek nerwowych. W 7 dniu wzrostu in vitro 

tworzyły się wyraźne agregaty neuronalno-glejowe, połączone ze sobą pęczkami wypustek 

glejowo-neuronalnych (Ryc.16). Ten wzór organizacji tkankowej utrzymywał się przez cały 

okres wzrostu in vitro. 

1.2.2. Obserwacje w mikroskopie elektronowym. 

Obserwacje ultrastrukturalne hodowli dysocjowanych hipokampa wykazały stopniowe 

dojrzewanie komórek nerwowych i glejowych, przebiegające analogicznie do procesu 

dojrzewania tej struktury w hodowli organotypowej. Już od 14 DIV stwierdzano obecność 

dobrze zróżnicowanych, dużych neuronów piramidowych (Ryc.17) oraz komórek 

ziarnistych o skąpej, ubogiej w organelle komórkowe, cytoplazmie (Ryc.18). Ich budowa 

ultrastrukturalna była taka sama, jak odpowiednich typów komórek nerwowych w hodowli 

organotypowej hipokampa w tym samych wieku in vitro. W obrębie luźnego neuropilu 

widoczne były wypustki aksonalne i dendrytyczne, tworzące liczne połączenia synaptyczne. 

W 21-szym dniu in vitro hodowle dysocjowane wykazywały obecność dojrzałych 

morfologicznie neuronów piramidowych i ziarnistych. Występujący w obrębie skupień 

komórkowych neuropil, utworzony był przez zbitą sieć wypustek neuronalnych i 

glejowych. Obserwowano liczne dojrzałe połączenia synaptyczne, wśród których 

dominowały asymetryczne synapsy akso-dendrytyczne lub akso-kolcowe (Ryc. 19). Mniej 

liczne synapsy symetryczne reprezentowane były przez połączenia akso-somatyczne. W 

przeciwieństwie do hodowli organotypowej hipokampa nie obserwowano typowych 

zakończeń włókien pnących. Komórki astroglejowe występowały często w pobliżu 

komórek nerwowych jako glej satelitarny. Przeważały astrocyty protoplazmatyczne z 

niewielką ilością gliofilamentów w obrębie cytoplazmy perykarionów i wypustek komórek 

glejowych (Ryc.20). 
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Rye. 16. Hodowla dysocjowana hipokampa, 7 DIV, fiiolet krezylu. Agregaty ncuronalno-glcjowc 
(strzałki) połączone pęczkami wypustek glejowych. x 200 

Ryc. 17. Hodowla dysocjowana hipokampa 14 DIV. Fragment dojrzalej komórki piramidowej 

z cytoplazmą bogatą w kanały siatki śródplazmatycznej ziarnistej (GER), mitochondria (MT), 

aparat Golgiego (GA) i ncurotubulc. x 10 500 
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Rye. 18. Hodowla dysocjowana hipokampa 14 DIV. Komórki ziarniste (Grj, Gr2, Gr3) ze skąpą 
cytoplazmą, zawierającą nieliczne organelle komórkowe. x 9 000 

Ryc. 19. Hodowla dysocjowana hipokampa 14 DIV Luźny neuropil zawierający liczne kolbki 

aksonalne (ax) i wypustki dendrytyczne (d), tworzące między sobą połączenia synaptyczne 
(strzałki). x 24 000 
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/tyc. 20. Hodowla dysocjowana hipokampa 21 DIV. Astrocyt z niewielką liczba gliofila-
mentów w cytoplazmic (gf). x 14 000 
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1.3. Rozwój móżdżku w hodowli organotvnowei: 

1.3.1. Obserwacje w mikroskopie świetlnym: 

W mikroskopie świetlnym najwcześniejsze objawy wzrostu hodowli obserwowano po 

upływie 24 godzin. W 3-cim dniu prowadzenia hodowli widoczne były dość liczne komórki 

wywędrowujące na obwód eksplantatu. W ciągu następnych dni in vitro wzrost komórek 

wokół eksplantatu był obfity, natomiast eksplantat ulegał stopniowemu ścieńczeniu. 

W 14-21 DIV wokół eksplantatu widoczna była sieć komórek glejowych i ich wypustek, 

tworząca szeroki wieniec wzrostu (Ryc.21a). Hodowle wykazywały cechy dojrzewania i 

różnicowania poszczególnych komórek. W brzeżnej strefie eksplantatu można było 

zidentyfikować poszczególne komórki nerwowe i glejowe (Ryc.21b). W tym okresie 

wzrostu in vitro strefa wzrostu składała się z gęstej sieci wypustek neuronalnych i 

glejowych. 

1.3.2. Obserwacje w mikroskopie elektronowym: 

Obserwacje ultrastrukturalne 3-dniowych hodowli organotypowych móżdżku 

wykazywały obecność mało zróżnicowanych komórek nerwowych i glejowych. Większość 

z nich odznaczała się dominującym jądrem, otoczonym wąskim rąbkiem cytoplazmy, 

zawierającej nieliczne organelle komórkowe, takie jak krótkie kanały siatki 

śródplazmatycznej gładkiej i ziarnistej, wolne rybosomy, nieliczne mitochondria i słabo 

rozwinięty aparat Golgiego. W obrębie neuropilu widoczne były wypustki nerwowe i 

glejowe. Obserwowano liczne stożki wzrostu zawierające znaczną ilość pęcherzyków 

synaptycznych z elektronowo-przezierną zawartością, nie stwierdzano jednak obecności 

dobrze wykształconych połączeń synaptycznych. (Ryc.22). 

W 7 DIV niektóre komórki nerwowe eksplantatu wykazywały już pewne cechy 

morfologiczne określonych typów neuronów. Pojawiały się neurony, odpowiadające 

komórkom Purkinjego, oznaczające się dużymi rozmiarami i obfitą cytoplazmą zawierającą 

liczne organelle komórkowe. Jądro tych komórek, z wyraźnie zaznaczonym jąderkiem, 

zlokalizowane było przeważnie mimośrodkowo i wykazywało równomierne rozmieszczenie 
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/fjc. 27. Hodowla organotypowa móżdżku, 14 DIV, fiolet krezylu. (a) Eksplantat otoczony sze­
roką strefą wzrostu. x 60 (b) Komórki Purkinjego w brzeżnej strefie cksplantatu (strzałki). x 200 

Ryc. 22. Móżdżek 3 DIV. Neuropil zawierający stożki wzrostu (strzałka) oraz zakończenia 
aksonalnc (ax) wypełnione pęcherzykami synaptycznymi. x 12 000 
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chromatyny jądrowej. W obrębie neuropilu obserwowano pojedyncze niedojrzałe 

połączenia synaptyczne o różnym stopniu specjalizacji błon pre- i postsynaptycznych. 

Dopiero w 14 dniu in vitro proces różnicowania komórek był na tyle zaawansowany, że 

pozwalał na zidentyfikowanie odrębnych typów komórek nerwowych na podstawie ich 

charakterystycznych cech morfologicznych. Najliczniejszą populację neuronalną stanowiły, 

występujące w skupieniach, komórki ziarniste (Ryc.23). Ich okrągłe lub lekko owalne jądro 

komórkowe, o równomiernie rozproszonej chromatynie jądrowej, zajmowało prawie całe 

ciało komórkowe. Skąpa, elektronowo-przezierna cytoplazma, otaczająca jądro, zawierała 

pojedyncze, różnokształtne mitochondria, krótkie, czasami rozgałęzione kanały ziarnistej 

siatki śródplazmatycznej oraz wolne rybosomy. Aparat Golgiego ograniczony był do 

pojedynczych woreczków, płaskich kanałów i pęcherzyków. Nieliczne neurotubule 
I 

tworzyły pęczki w miejscu odejścia wypustki aksonalnej. Drugim typem komórek 

nerwowych były komórki Purkinjego, charakteryzujace się dużym jądrem z homogenną 

chromatyną jądrową i wyraźnie zaznaczonym jąderkiem oraz obfitą, bogatą w organelle 

komórkowe cytoplazmą. W przyjądrowym obszarze cytoplazmy stwierdzano długie kanały 

siatki śródplazmatycznej ziarnistej, tworzące wielorzędowe równoległe układy (Ryc.24). 

Pleomorficzne mitochondria rozrzucone były pomiędzy innymi organellemi 

cytoplazmatycznymi lub koncentrowały się wokół jądra. Ponadto w cytoplazmie 

występowały liczne neurotubule, tworzące niekiedy większe skupienia oraz ciała gęste o 

jednorodnej lub lekko ziarnistej strukturze. W obrębie zbitego neuropilu widoczne były 

liczne wypustki neuronalne i astroglejowe oraz dobrze wykształcone połączenia 

synaptyczne. Dominowały synapsy akso-dendrytyczne i akso-kolcowe o asymetrycznych 

zagęszczeniach błon pre- i postsynaptycznych (Ryc.25). 

W 21-szym dniu wzrostu hodowli, oprócz komórek ziarnistych i neuronów Purkinjego, 

można było wyodrębnić dwa pozostałe typy komórek nerwowych: komórki koszyczkowe i 

komórki Golgiego. Komórki koszyczkowe odznaczały się dużym, owalnym lub płatowatym 

jądrem komórkowym z dość nieregularnym zarysem otoczki jądrowej. Ich obfita 

cytoplazma zawierała dobrze rozbudowany aparat Golgiego, liczne małe mitochondria, 

pojedyncze krótkie kanały siatki śródplazmatycznej ziarnistej, wolne rybosomy, lizosomy, 
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Rye. 23. Móżdżek 14 DIV. Komórki ziarniste z owalnym jądrem komórkowym oraz skąpą cyto-
plazmą, zawierającą nieliczne organelle komórkowe. x 15 000 

Ryc. 24. Móżdżek 14 DIV Fragment komórki Purkinjcgo z rzędowym układem kanałów siatłki 
śródplazmatycznej ziarnistej (GER). x 20 000 
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Rye. 25. Móżdżek 14 DIV. Zbity neuropil zawierający liczne połączenia synaptyczne akso-
dcndrytyczne i akso-kolcowc (strzałki). x 24 000 

Rye. 26. Móżdżek 21 DIV. Fragment komórki nerwowej typu Golgicgo z widocznymi pęczkami 
włokicnck srodjądrowych (strzałki) oraz licznymi kanałami siatki śródplazmatycznej ziarnistej 
(GER). x 12 000 
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nieliczne neurotubule oraz ciała wielopęcherzykowe lub wielobłoniaste. Komórki Golgiego 

charakteryzowały się nieregularnym jądrem z głębokimi wgłobieniami błony jądrowej. 

Chromatyna jądrowa była na ogół równomiernie rozmieszczona i tylko miejscami tworzyła 

niewielkie skupienia pod błoną jądrową W obrębie jądra komórkowego stwierdzano 

okrągłe jąderko oraz pęczki prostych lub koncentrycznie ułożonych delikatnych włókienek 

śródjądrowych (Ryc.26). Dość obfita cytoplazma zawierała liczne oragnelle komórkowe. 

Kanały siatki śródplazmatycznej ziarnistej zlokalizowane były zarówno przyjądrowo, jak i 

w obwodowych partiach cytoplazmy. Dobrze rozbudowany aparat Golgiego składał się z 

układu kanałów i pęcherzyków otaczających jądro komórkowe. Rożnokształtne 

mitochondria, lizosomy oraz neurotubule rozmieszczone były w sposób nieregularny w 

obrębie cytoplazmy. 

W 21 DIV neuropil zawierał liczne wypustki neuronalne, tworzące między sobą 

różnego typu połączenia synaptyczne. W tym stadium rozwoju w neuropilu przeważały 

asymetryczne synapsy akso-dendrytyczne lub akso-kolcowe (Ryc.27). Kolbki synaptyczne 

wypełnione były dużą liczbą małych, okrągłych pęcherzyków synaptycznych. Wypustki 

dendrytyczne przylegające do zakończeń aksonalnych zawierały pojedyncze neurotubule, 

mitochondria oraz krótkie kanały siatki śródplazmatycznej. Widoczne były również duże 

kompleksy aksonalne wypełnione licznymi pęcherzykami synaptycznymi, tworzące 

połączenia z dendrytami postsynaptycznymi, które prawdopodobnie odpowiadały 

włóknom pnącym (Ryc.28). Pojedyncze synapsy akso-somatyczne miały słabo zaznaczone 

zagęszczenia pre- i postsynaptyczne. 

Wśród elementów glejowych hodowli przeważały astrocyty odznaczające się okrągłym 

lub lekko owalnym jądrem komórkowym o równomiernie rozproszonej chromatynie 

jądrowej. W obrębie ich elektronowo-przeziernej cytoplazmy stwierdzano skąpą ilość 

organelli komórkowych, takich jak wolne rybosomy, mitochondria, krótkie kanały siatki 

śródplamatycznej ziarnistej, słabo rozwinięty aparat Golgiego oraz nieliczne gliofilamenty 

(Ryc.29). Mniej liczną populację stanowiły astrocyty włókniste, których obfita cytoplazma 

zawierała znaczne ilości gliofilamentów (Ryc.30). 
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Ryc. 27. Móżdżek 21 DIV. Asymetryczne połączenia akso-dcndrytyczne pomiędzy dwoma 
kolbkami aksonalnymi (axj, ax2) i dendrytcm postsynaptycznym (d). x 35 000 

I 

Rye. 28. Móżdżek 21 DIV. Kompleksy aksonalne włókien pnących wypełnione licznymi 
pęcherzykami synaptycznymi i tworzące połączenia synaptyczne z wypustkami dcndrytycznymi 
(strzałki). x 35 000 
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Rye. 29. Móżdżek 21 DIV. Astrocyty protoplazmatyczne (G,, G2, G3) z elektronowo-pnzezicrną, utwgą 

w organelle komórkowe cytoplaziną, zawierającą pojedyncze delikatne gliofilamenty. x 10 000 
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föMlälfe. 
/?yc. 30. Móżdżek 21 DIV. Astrocyt włóknisty z obfitą cytoplaziną zawierającą pęczki glio ila— 
mentów (gf). x 10 000 
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Część IL OCENA EFEKTU NEUROTOKSYCZNEGO GLU I QUIN 

II. 1. Zmiany strukturalne po podaniu GLU lub QUIN do hodowli 

organotypowej hipokampa. 

Podobieństwo zmian strukturalnych powstających po podaniu GLU i QUIN do płynu 

odżywczego badanych hodowli, pozwoliło na wspólny opis powstających pod ich wpływem 

uszkodzeń ekscytotoksycznych. 

Badania w mikroskopie świetlnym młodych, nisko-zróżnicowanych hodowli hipokampa 

(7, 14 DIV), eksponowanych na działanie GLU lub QUIN, niezależnie od ich stężenia w 

płynie odżywczym, wykazały prawidłową budowę eksplantatu i strefy wzrostu (Ryc.31a). 

Zarówno organizacja eksplantatu, jak i morfologia poszczególnych komórek nerwowych, 

odpowiadały prawidłowej organizacji strukturalnej hipokampa w danym okresie wzrostu in 

vitro (Ryc.31b). Również komórki astroglejowe w eksplantacie i w odległej strefie wzrostu 

nie wykazywały zmian. Dopiero podanie badanych EAA do dojrzałych, 21-dniowych 

hodowli na okres następnych 3 i 7 dni wywoływało zmiany zwyrodnieniowe komórek 

piramidowych, szczególnie dobrze widoczne w obrębie neuronów znajdujących się w 

brzeżnych częściach eksplantatu lub w strefie wzrostu (Ryc.32). 

Badania mikroskopowo-elektronowe młodych, nisko-zróżnicowanych hodowli 

hipokampa, poddanych krótkotrwałej, 2-, 24-godzinnej lub 1-, 3-dniowej ekspozycji na 

działanie tak niższych, jak i wyższych stężeń GLU i QUIN, nie wykazały wyraźnych zmian 

ultrastrukturalnych w porównaniu z hodowlami kontrolnymi, utrzymywanymi w warunkach 

standardowych. Poszczególne typy komórek nerwowych odpowiadały, pod względem 

swoich cech morfologicznych, prawidłowym neuronom występującym w hodowlach 

kontrolnych hipokampa w tym samym okresie wzrostu in vitro (Ryc.33). Neuropil zawierał 

prawidłowo wyglądające wypustki neuronalne i glejowe. Nie stwierdzano również 

nieprawidłowości ultrastrukturalnych w obrębie komórek astroglejowych. Jedynie 

hodowle, które w 14 dniu wzrostu in vitro zostały poddane działaniu GLU lub QUIN przez 

okres następnych 7 dni, podczas których neurony osiągały całkowitą dojrzałość 
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ityc. 3i. Hipokamp 7 DIV + 3 dni QUIN (ImM). Fiolet krezylu. (a) Prawidłowy obraz eks-
plantatu i strefy wzrostu, x 60 (b) Prawidłowo zachowane komórki nerwowe cksplancatu 
(strzałki). x 400 

Ryc. 32. Hipokamp 21 DIV + 3 dni QUIN (ImM). Fiolet krezylu. Zwyrodniałe komórkii 
nerwowe w obrębie strefy wzrostu (strzałki). x 500 
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wm 
Ryc. 33. Hipokamp 7 DIV + 3 dni QUIN (ImM). Prawidłowo zachowane komórki nerwowe 
hipokampa (N,, N2). x 8 000 

Ryc. 34. Hipokamp 21 DIV + 2 godziny QUIN (ImM). Fragment komórki piramidowej z cyto-
plazmą zawierającą uszkodzone mitochondria (MT) oraz wakuolc (v). x 20 000 

57 http://rcin.org.pl



morfologiczną, wykazywały zmiany wakuolizacyjne w obrębie perykarionów komórek 

piramidowych oraz obrzmienie cytoplazmy komórek astroglejowych, szczególnie nasilone 

w okołoneuronalnych wypustkach glejowych. 

Po podaniu GLU lub QUIN w stężeniu 1 mM do płynu odżywczego zróżnicowanych, 

21-dniowych hodowli hipokampa stwierdzano wyraźny efekt neurotoksyczny. 

Najwcześniejsze zmiany ultrastrukturalne widoczne były w 21-dniowych hodowlach 

utrzymywanych przez 2 godziny w środowisku wzrostowym zawieraj acym badane EAA. 

Ten krótki okres ekspozycji wywoływał uszkodzenia organelli komórkowych o różnym 

nasileniu i charakterze. Niektóre komórki nerwowe wykazywały obecność uszkodzonych 

mitochondriów oraz licznych różnokształtnych wakuoli (Ryc.34). Widoczne były ponadto 

pojedyncze całkowicie zwyrodniałe komórki nerwowe. W ich elektronowo-przeziernej 

cytoplazmie stwierdzano resztki uszkodzonych organelli komórkowych, krople lipidów, 

drobne wakuole i pęcherzyki oraz ciała optycznie gęste (Ryc.35). Jądro komórkowe 

wykazywało rozdwojenie lub fragmentację błony jądrowej oraz grudkową kondensację 

chromatyny. W obrębie zbitego neuropilu obserwowano masywnie obrzmiałe części 

postsynaptyczne wypustek dendrytycznych, zawierające pojedyncze wakuole lub pęcherzyki 

oraz drobnowłókienkowy lub ziarnisty materiał (Ryc.36). 

Po 24-godzinnej ekspozycji na działanie QUIN lub GLU w stężeniu ImM zmiany 

ultrastrukturalne obejmowały większość perykarionów komórek piramidowych oraz 

elementów postsynaptycznych. W obrębie uszkodzonych komórek piramidowych 

stwierdzano zaawansowaną dezintegrację organelli komórkowych oraz nasilone zmiany 

wakuolizacyjne cytoplazmy (Ryc.37). W obrębie neuropilu widoczne były liczne, znacznie 

obrzmiałe dendryty postsynaptyczne, które często zawierały zwyrodniałe mitochondria z 

uszkodzonymi grzebieniami, pojedyncze neurotubule lub delikatny, włókienkowy materiał 

(Ryc.38). W obrębie niektórych zgrupowań neuronalnych prawie wszystkie komórki były 

znacznie uszkodzone, w innych polach obok zwyrodniałych neuronów występowały dobrze 

zachowane komórki nerwowe (Ryc.39). Stwierdzano wyraźny ubytek oraz dezintegrację 

neurotubuli w drzewie dendrytycznym w porównaniu z ich organizacją w hodowlach 

kontrolnych. Niektóre dendryty postsynaptyczne i kolce dendrytyczne, zlokalizowane w 
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Rye. 35. Hipokamp 21 DIV + 2 godziny QUIN (ImM). Zwyrodniała komórka nerwowa (N) 
wykazująca rozpad jądra komórkowego (strzałki) oraz uszkodzenie organelli komórkowych. 
x 6 000 

\ -

Ryc. 36. Hipokamp 21 DIV + 2 godziny QUIN (ImM). Obrzmiały dendryt postsynaptyczny (d) 
oraz prawidłowo zachowana kolbka aksonalna (ax). x 12 000 
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Ryc. 37. Hipokamp 21 DIV + 24 godziny QUIN (ImM). Nasilone zmiany wakuolizacyjnc (v) 

cytoplazmy komórki piramidowej. x 24 000 

Ryc. 38. Hipokamp 21 DIV + 24 godziny QUIN (ImM). Masywnie obrzmiały dendryt postsy-
naptyczny (d). Nieuszkodzone kolbki aksonalnc (axj, ax2). Prawidłowo zachowana synapsa 

(strzałka). x 37 000 
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strefie wzrostu hodowli, wykazywały zaawansowane zmiany, polegające na odcinkowym 

przerwaniu ich ciągłości. Poszczególne dendryty różniły się stopniem uszkodzenia. Obok 

masywnie uszkodzonych wypustek obecne były pojedyncze, zupełnie dobrze zachowane 

dendryty postsynaptyczne. Natomiast zakończenia aksonalne nie wykazywały zmian 

strukturalnych i zawierały liczne pęcherzyki synaptyczne, często wypełniające całą kolbkę 

aksonalną. 

W hodowlach poddanych 3- i 7-dniowej ekspozycji na działanie GLU lub QUIN w 

stężeniu ImM obserwowano liczne, masywnie uszkodzone komórki nerwowe zawierające 

struktury błoniaste, krople lipidów, wakuole lub ciała mielino-podobne. Wyrodniejące 

komórki często zachowywały nieuszkodzoną błonę cytoplazmatyczną i otoczone były przez 

wypełnione gliofilamentami wypustki komórek astroglejowych (Ryc.40). W niektórych 

polach widoczne były liczne astrocyty włókniste wykazujące oznaki fagocytozy oraz 

pojedyncze makrofagi fagocytujące resztki zwyrodniałych komórek (Ryc.41). 

Po podaniu do płynu odżywczego GLU lub QUIN w niższych stężeniach (500 |iM, 

100 |iM) nasilone zmiany neuronalne polegające na masywnym obrzmieniu cytoplazmy 

komórkowej oraz dezintegracji chromatyny jądrowej stwierdzano dopiero po upływie 24 

godzin od momentu podania neurotoksyny. W cytoplazmie obrzmiałych neuronów 

widoczne było nagromadzenie mniej lub bardziej uszkodzonych organelli, zgrupowanych 

w okolicy przyjądrowej. Pozostała część elektronowo-przeziernej cytoplazmy pozbawiona 

była organelli, lub zawierała delikatny, włókienkowy materiał (Ryc.42). Jądro komórkowe 

wykazywało grudkowy rozkład chromatyny i ogniskowe uszkodzenia błony jądrowej. W 

niektórych uszkodzonych neuronach obrzmiała cytoplazma zawierała liczne struktury 

błoniaste, pasma elektronowo-gęstego materiału i pojedyncze, znacznie uszkodzone 

organelle komórkowe. Zakończenia aksonalne, tworzące połączenia akso-somatyczne z tak 

uszkodzonymi komórkami, były prawidłowo zachowane, natomiast pod błoną 

postsynaptyczną występowało często nagromadzenie elektronowo-gęstego, kłaczkowatego 

materiału. W tej grupie doświadczalnej, częściej niż w hodowlach poddanych działaniu 

wyższego stężenia QUIN, spostrzegano większą liczbę komórek wykazujących 

wakuolizację cytoplazmy. Niekiedy zmiany wakuolizacyjne cytoplazmy neuronów 
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Rye. 39. Hipokamp 21 DIV + 24 godziny QUIN (ImM). Niezmienione komórki nerwowe 
(Nj, N2) obok masywnie zwyrodniałych neuronów (N3, N4, N5). x 6 000 

Ryc. 40. Hipokamp 21 DIV + 3 dni QUIN (ImM). Zwyrodniały neuron (N) otoczony frzc;z 
wypustkę astroglcju włóknistego (A) wypełnioną gliofilamentami (gf). x 10 000 
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Rye. 41. Hipokamp 21 D1V + 7 dni QUIN (ImM). Resztki zwyrodniałych komórek nerwowych 
(R), makrofag (M) oraz fagocytujący astrocyt włóknisty (G). x 9 000 

if ? *•«>-»* 

/tyc. </2. Hipokamp 21 DIV + 24 godziny QUIN (100 \iM). Neuron wykazujący uszkodzenie 
jądra (N) i organelli komórkowych (strzałki). Obwodowa część cytoplazmy obrzmiała i pozbaw­
iona organelli cytoplazmatycznych. x 9 000 
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piramidowych były tak nasilone, że prowadziły do całkowitej destrukcji ich perykarioiów. 

W niektórych komórkach piramidowych stwierdzano poszerzenie kanałów satki 

śródplazmatycznej ziarnistej, obrzmienie mitochondriów oraz obecność pojedynczych ciał 

lipidowych o dużej gęstości elektronowej. (Ryc.43). Inne komórki wykazywały zna:zną 

kondensację cytoplazmy, manifestującą się zwiększeniem gęstości elektronowy i 

nagromadzeniem wolnych rybosomów oraz agregacją chromatyny jądrowej (Ryc44). 

Zmiany dendrytyczne były nadal wyraźnie zaznaczone. W licznych obrzmiałych dendryach 

stwierdzano nagromadzenie elektronowo-gęstego, kłaczkowatego materiału oraz wakaoli, 

często wypełnionych ziarnistą zawartością (Ryc.45). Kolbki aksonalne pozostavały 

nieuszkodzone. 

W hodowlach badanych po 3- i 7-dniowej ekspozycji na niższe stężenie QJIN 

(lOOfiM) nadal dominującą cechą ultrastrukturalną było uszkodzenie dendrtów 

postsynaptycznych. Większość kolbek aksonalnych przylegających do zwyrodniałych c:ęści 

postsynaptycznych pozostawała niezmieniona. W pobliżu uszkodzonych konórek 

nerwowych znajdowano makrofagi i astrocyty włókniste. Zmiany zwyrodnieniowe nie 

obejmowały całej populacji neuronalnej i w sąsiedztwie masywnie uszkodzonych neuronów 

znajdowały się komórki nerwowe o prawidłowej budowie morfologicznej (Ryc.46). 

Po 7-dniowej ekspozycji na działanie QUIN lub GLU w niższych stężeiiach 

obserwowano jedynie nieliczne, dobrze zachowane komórki piramidowe w obębie 

eksplantatu. Dendryty postsynaptyczne ulegały obkurczeniu i wykazywały wzrost gęsości 

elektronowej. Zawierały one różnej wielkości wakuole i pęcherzyki, zwyrodiiałe 

mitochondria, czasami drobnowłókienkowy lub drobnoziarnisty materiał. Zakońcienia 

aksonalne, podobnie jak i w poprzednich grupach doświadczalnych, nie wykazyvahy 

uszkodzeń strukturalnych i wypełnione były licznymi pęcherzykami synaptycznymi, loś.ć 

wypustek neuronalnych, zwłaszcza dendrytycznych oraz połączeń synaptycznych była 

znacznie mniejsza w porównaniu z hodowlami kontrolnymi w tym samych okresie wzrostu 

in vitro. Neuropil stwarzał jednak wrażenie bardzo zbitego, wskutek znacziego 

pomnożenia wypustek glejowych, szczególnie wypustek astrogleju włóknisego, 

wypełnionych pęczkami gliofilamentów. 
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Rye. 43. Hipokamp 21 DIV+ 24 godziny QUIN (100 |xM). Zwyrodniały neuron z uszkodzonymi 
mitochondriami (MT), poszerzonymi kanałami siatki śródplazmatyczncj ziarnistej (GER) 
i wakuolami (v). Skupienia ehromatyny jądrowej (strzałki). x 16 000 

Ryc. 44. Hipokamp 21 D1V + 24 godziny QUIN (100 \\M). Komórka nerwowa (N). wykazująca 
kondensacje i wakuolizację cytoplazmy. Rzędowe układy kanałów siatki śródplazmatyczncj 
ziarnistej (GER). x 9 000 
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Rye. 45. Hipokamp 21 DIV+ 24 godziny QUIN (100 \iM). Uszkodzony dendryt postsynapty:zny 
(d) zawierający skupienia kłaczkowatego materiału (strzałka). Prawidłowo zachowane 
zakończenie aksonalne (ax). x 12 000 
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/?yc. 46. Hipokamp 21 DIV + 24 godziny QUIN (100 \xM). Dobrze zachowana komórka nc;r-
wowa (Nj) obok zwyrodniałych neuronów (N2, N3). x 15 000 
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We wszystkich grupach doświadczalnych, niezależnie od czasu ekspozycji i stężenia 

podawanych EAA, komórki nerwowe odpowiadające komórkom ziarnistym (Ryc. 47) oraz 

neuronom wstawkowym (Ryc.48) nie wykazywały wyraźnych nieprawidłowości 

ultrastrukturalnych. 

Równocześnie z rozwojem uszkodzeń neuronalnych obserwowano postępujące zmiany 

glejowe. Najwcześniejsze nieprawidłowości dotyczące gleju obserwowano już po 24-

godzinnej ekspozycji na działanie GLU lub QUIN. Zmiany dotyczyły wyłącznie komórek 

glejowych typu astrocytarnego, podczas gdy oligodendrocyty nie wykazywały 

nieprawidłowości morfologicznych. We wczesnych okresach obserwacji dominowało 

obrzmienie cytoplazmy perykarialnej astrocytów protoplazmatycznych oraz ich wypustek. 

W elektronowo-przeziernej cytoplazmie, często całkowicie pozbawionej organelli 

komórkowych, widoczne były jedynie nieliczne uszkodzone mitochondria, krótkie, często 

poszerzone kanały siatki śródplazmatycznej ziarnistej oraz struktury pęcherzykowe lub 

drobnowłóknisty materiał (Ryc.49). Jądra obrzmiałych astrocytów charakteryzowały sie 

ubogą, równomiernie rozmieszczoną chromatyną jądrową, tworzącą niekiedy niewielkie 

zagęszczenia pod błoną jądrową. W późniejszych okresach obserwacji stwierdzano 

natomiast nadmierne gromadzenie struktur włókienkowych w obrębie cytoplazmy komórek 

glejowych, prowadzące do przekształcenia astrocytów protoplazmatycznych w glej 

włóknisty. Obserwowano wyraźne pomnożenie liczby astrocytów włóknistych, 

odznaczajacych się obfitą cytoplazmą wypełnioną pęczkami gliofilamentów (Ryc. 50). 

Astrocyty włókniste zawierały dobrze rozbudowany aparat Golgiego, liczne rybosomy oraz 

Iizosomy, materiał gruboziarnisty oraz ciała wielobłoniaste. W późniejszych okresach 

obserwacji astroglej włóknisty przejawiał również wyraźną aktywność fagocytarną. W 

obrębie cytoplazmy astrocytów włóknistych stwierdzano liczne ciała resztkowe oraz duże 

fragmenty rozpadłych komórek nerwowych. Niektóre całkowicie zwyrodniałe neurony 

otoczone były wypustkami glejowymi zawierającymi zbite pasma gliofilamentów (Ryc.51). 

W hodowlach kontrolnych nie obserwowano tak dużej ilości astrocytów włóknistych, 

zawierających w swojej cytoplazmie dużą ilość gliofilamentów. 
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Rye. 47. Hipokamp 21 DIV + 7 dni QUIN (100 \iM). Skupienie nieuszkodzonych komórek 
ziarnistych (Grb Gr2, Gr3). x 6 000 

Ryc. 48. Hipokamp 21 DIV + 7 dni QUIN (1 mM). Dobrze zachowany neuron wstavkowy 

z pęczkami wlókicnck śródjądrowych (strzałka). x 6 000 
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Rye. 49. Hipokamp 21 DIV+ 2 godziny QUIN (100 pM). Komórka glejowa z obrzmiałą cyto-
plazmą, zawierającą uszkodzone mitochondria (MT), poszerzone kanały siatki śródplazma-
tyczncj ziarnistej oraz drobnowlóknisty materiał. x 15 000 

y fKws:: 

1 

iM: 

^)'c* 50- Hipokamp 21 DIV + 7 J/j/ QUIN (1 mM). Astrocyt włóknisty z cytoplazmą wypełnioną 
gliofilamentami (gf). x 12 000 
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Rye. 51. Hipokamp 21 DIV + 7 dni QUIN (1 niM). Wypustka glejowa wypełniona włókienkami 

glcjowynii (gf), otaczająca zwyrodniałą komórkę nerwową (N). x 17 000 
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II.2. Zmiany ultrastrukturalne wywołane podaniem QUIN w stężeniu 

subtoksycznym do hodowli dysocjowanej hipokampa. 

W 14-dniowych hodowlach dysocjowanych hipokampa myszy, poddanych działaniu 

QUIN w stężeniu 50 |xM, obserwowanych przyżyciowo w mikroskopie fazowo-

kontrastowym i utrwalonych do mikroskopu świetlnego, nie stwierdzano wyraźnego efektu 

cytotoksycznego. Liczne dojrzale neurony, różniące się nieco kształtem i rozmiarami, 

występowały pojedynczo lub tworzyły agregaty komórkowe, podobnie jak w hodowlach 

kontrolnych w tym samym okresie wzrostu in vitro. 

Badania ultrastrukturalne hodowli, eksponowanych na działanie subtoksycznych stężeń 

QUIN, uwidoczniły stosunkowo niewielkie zmiany morfologiczne dotyczące przede 

wszystkim części postsynaptycznych wypustek dendrytycznych. 

Po 24-godzinnej ekspozycji na działanie QUIN w stężeniu 50 |iM widoczne były 

liczne, nieznacznie obrzmiałe, dendryty postsynaptyczne (Ryc.52). W niektórych z nich 

stwierdzano obecność różnokształtnych wakuoli i/lub drobnych pęcherzyków. Na 

przekrojach podłużnych wypustek dendrytycznych widoczne były duże wakuole, 

zlokalizowane zwykle w pobliżu szczeliny synaptycznej. Czasami każda z wypustek 

postsynaptycznych, tworzących połączenia synaptyczne z jedną kolbką aksonalną, 

zawierała jedną lub kilka wakuoli (Ryc.53). Ponadto w obrębie dendrytów stwierdzano 

zmiany mitochondrialne o różnym nasileniu i charakterze. Niektóre wypustki dendrytyczne 

zawierały wydłużone, ciemne mitochondria o skondensowanej macierzy (Ryc.54a). W 

innych dendrytach obecne były znacznie powiększone, obrzmiałe mitochondria z jasną 

elektronowo-przezierną macierzą, w obrębie której widoczne były tylko resztki krótkich 

grzebieni mitochondrialnych (Ryc.54b). Zakończenia aksonalne nie wykazywały 

nieprawidłowości morfologicznych i wypełnione były dużą liczbą małych, okrągłych 

pęcherzyków synaptycznych. Większość komórek nerwowych, zarówno piramidowych, jak 

i ziarnistych, pozostawała niezmieniona. 

Hodowle poddane działaniu QUIN przez okres 2 dni wykazywały podobny obraz 

uszkodzeń strukturalnych, obejmujących głównie elementy postsynaptyczne. Nadal 
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Rye. 52. Hipokamp 14 DIV + 24 godziny QUIN (50 yiM). Nieznacznie obrzmiały dendryt (d) 
tworzący połączenia synaptyczne z kilkoma kolbkami aksonalnymi (axM).x 20 000 

Ryc. 53. Hipokamp 14 DIV + 24 godziny QUIN (50 \xM). Dcndryty postsynaptyczne (d, ,d2) za­

wierające wakuolc (v) i pęcherzyki. Niezmieniona kolbka aksonalna (ax). x 24 000 
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Rye. 54. Hipokamp 14 DIV + 24 godziny QUIN (50 |xM). (a) Dcndryt (d) zawierający 
wydłużone mitochondria (MT) i pęcherzyki. Prawidłowo zachowana kolbka aksonalna (ax) 
x 24 000 (b) Dcndryt (d) zawierający powiększone, obrzmiałe mitochondrium (MT) i wakuolc 
(v). Niezmieniona kolbka aksonalna (ax). x 15 000 

W$..\ \ 

Ryc. 55. Hipokamp 14 DIV + 2 dni QUIN (50 y\M). Obrzmiały dcndryt postsynaptyczny (d) za­
wierający drobne wakuolc (v). Niezmienione zakończenie aksonalnc (ax). x 24 000 
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dominującą zmianę morfologiczną stanowiło obrzmienie dendrytów postsynaptycznych. 

Obserwowano pojedyncze wypustki dendrytyczne zawierające drobne wakuole i pęcherzyki 

oraz drobnoziarnisty lub drobnokłaczkowy materiał (Ryc.55). Niektóre dendryty zawierały 

uszkodzone mitochondria, wakuole oraz ciała wielopęcherzykowe (Ryc.56a), inne były 

całkowicie wypełnione strukturami pęcherzykowymi i błoniastymi (Ryc.56b). W tym 

okresie obserwacji komórki nerwowe, zarówno ziarniste, jak i piramidowe, były dobrze 

zachowane i wykazywały typowe dla nich cechy ultrastrukturalne (Ryc.57). 

Większość astrocytów protoplazmatycznych i włóknistych nie wykazywała zmian 

morfologicznych. Tylko sporadycznie obserwowano nieznaczne obrzmienie wypustek 

astrogl ej owych w obrębie neuropilu. 

W hodowlach poddanych działaniu QUIN na okres 3 dni zarówno komórki nerwowe, 

jak i zbity neuropil, zawierający gęsto ułożone wypustki neuronalne i glejowe, nie 

wykazywały nieprawidłowości morfologicznych. Zakończenia presynaptyczne i większość 

dendrytów postsynaptycznych pozostawała niezmieniona (Ryc.58). Obserwowane we 

wcześniejszym okresie zmiany w obrębie elementów postsynaptycznych, polegające na 

obecności wakuoli i/lub pęcherzyków oraz obrzmieniu macierzy mitochondrialnej, 

występowały sporadycznie. 
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Ryc. 56. Hipokamp 14 DIV+ 2 dni QUIN (50 \\M). (a) Dendryt (d) zawierający uszkodzone 
mitochondria (MT), wakuole (v) i ciało wielopęchcrzykowc (MVB). Nieuszkodzone kolbki 
aksonalnc (ax). x 20 000 (b) Dendryt (d) wypełniony strukturami pęchcrzykowatymi i tubu-
larnymi. Niezmienione zakończenia aksonalnc (axb ax2). x 24 000 

Ryc. 57. Hipokamp 14 DIV+ 2 dni QUIN (50 [xM). Prawidłowo zachowany neuron piramidowy 
(N). x 8 000 
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Rye. 58. Hipokamp 14 DIV + 3 dni QUIN (50 inM). Neuropil zawierający liczne dobrze 
zachowane zakończenia aksonalnc oraz dendryty postsynaptycznc, tworzące asymetryczne 
połączenia synaptyczne (strzałki). x 32 000 
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II.3. Wpływ subtoksycznych stężeń GLU i QUIN na obraz 

strukturalny hodowli organotypowej hipokampa i na ekspresję 

białka tau. 

W mikroskopie świetlnym nie obserwowano zmian morfologicznych, zarówno w 

obrębie eksplantatu, jak i w strefie wzrostu hodowli organotypowych hipokampa 

eksponowanych na działanie GLU lub QUIN w stężeniu subtoksycznym. 

Badania ultrastrukturalne wykazały, że GLU i QUIN, podane w stężeniu subtoksycznym 

do płynu odżywczego dojrzałych, 21-dniowych hodowli hipokampa, nie wywołują 

typowych zmian ekscytoksycznych. 

Po krótkiej, 24-godzinnej ekspozycji na działanie GLU w stężeniu 100 |iM jedyną 

zauważalną zmianą ultrastrukturalną było zwiększenie liczby ciał optycznie gęstych w 

obrębie cytoplazmy niektórych komórek nerwowych oraz obrzmienie pojedynczych 

wypustek dendrytycznych, szczególnie ich części postsynaptycznych. 

21-dniowe hodowle hipokampa, poddane 7-dniowej ekspozycji na działanie GLU 

wykazywały ogniskowe nagromadzenie neurofilamentów w cytoplazmie komórek 

piramidowych (Ryc.59a,b). Neurofilamenty zlokalizowane były przede wszystkim w 

obwodowych częściach cytoplazmy perikarialnej komórek piramidowych, rzadziej w 

pobliżu jądra komórkowego lub przyjądrowych kanałów siatki śródplazmatycznej. 

Większość filamentów o średnicy 10-12 nm tworzyła równolegle, wielorzędowe układy. 

Obok prostych neurofilamentów występowały również filamenty poskręcane, w obrębie 

których zaznaczone były nieregularne przewężenia (Ryc.60). 

W hodowlach kontrolnych nie stwierdzano tak wyraźnych ogniskowych skupień 

neurofilamentów w obrębie cytoplazmy komórek nerwowych. Większość neurotubul i 

neurofilamentów była bezładnie rozrzucona pomiędzy organellemi komórkowymi. 

W hodowlach poddanych działaniu QUIN w stężeniu 10 jiM zarówno komórki 

nerwowe, jak i neuropil, nie wykazywały zmian ultrastrukturalnych w porównaniu z 

hodowlami kontrolnymi. Nie stwierdzano ogniskowego gromadzenia neurofilamentów w 
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Rye. 59. Hipokamp 21 DIV + 7 dni GLU (100 jiM). (a) Miejscowe nagromadzenie ncurofila-
mentów (nf) w cytoplazmic komórki piramidowej. x 30 000 (b) Ta sama grupa ncurofilamcn-
tów (nf) o uporządkowanym układzie i falistym przebiegu w większym powiększeniu. x 90 000 

% 

mmLi 

Ryc. 60. Hipokamp 21 DIV + 7 dni GLU (100 /jM). Bezładnie ułożone neurofilamenty o nie­
regularnej budowie z zaznaczonymi przewężeniami. x 90 000 
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obrębie cytoplazmy komórek piramidowych. 

Badania immunocytochemiczne z przeciwciałem przeciw białku tau-1 wykazały, że 

zarówno GLU, jak i QUIN w stężeniach subtoksycznych wywołują znaczny wzrost 

immunoreaktywności białka tau w porównaniu z hodowlami kontrolnymi. Powyższe 

zmiany zauważalne były już po 24-godzinnej ekspozycji na działanie badanych 

ekscytotoksyn, przy czym intensywność reakcji była silniejsza po podaniu GLU niż QUIN. 

Tau-1 dodatnie komórki były nierównomiernie rozproszone. Większość z nich znajdowała 

się w brzeżnej strefie eksplantatu (Ryc.óla) i tylko nieliczne z nich widoczne były w jego 

głębszych warstwach (Ryc.ólb). 

W hodowlach poddanych działaniu GLU przez okres 7 dni, immunoreaktywność białka 

tau stwierdzano zarówno w obrębie perykarionów komórek nerwowych, jak i wypustek 

neuronalnych (Ryc.62a). Wyjątkowo silna immunobarwliwość zaznaczona była wzdłuż 

długich wypustek aksonalnych (Ryc.62b), w których często nagromadzenie produktu 

reakcji dominowało w stożkach aksonalnych. 

W hodowlach badanych po 14 dniach po podaniu GLU, immunopozytywne aksony 

widoczne były nawet w znacznym oddaleniu od eksplantatu w odległej strefie wzrostu 

(Ryc.63a). Niektóre neurony piramidowe wykazywały również silną immunoreaktywność 

białka tau w wypustkach dendrytycznych (Ryc.63b). Podobny obraz immunoreaktywności, 

lecz z nieco słabszą ekspresją białka tau-1 obserwowano po podaniu QUIN. 

W hodowlach kontrolnych immunobarwliwość neuronów była znacznie słabsza i 

występowała jedynie w nielicznych komórkach brzeżnej strefy wzrostu (Ryc.64a). Tylko 

perykariony pojedynczych neuronów w hodowlach kontrolnych wykazywały nieco 

silniejszą ekspresję białka tau-1 (Ryc.64b). 

Zarówno w hodowlach kontrolnych, jak i w grupie hodowli eksponowanych na działanie 

GLU i QUIN, obserwowano nieliczne immunoreaktywne komórki, które pod względem 

swoich cech morfologicznych odpowiadały bardziej komórkom astroglejowym niż 

neuronom. 
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Rye. 61. Hipokamp 21 DIV + 24 godziny GLU (100 /M). Immunorcaktywność białka tui. 
(a) Tau dodatnie komórki w brzeżnej strefie cksplantatu. x 60, (b) Liczne tau dodatnie komórki 
w głębszych warstwach cksplantatu. x 200 

Ryc. 62. Hipokamp 21 DIV + 7 dni GLU (100 jljM). Immunorcaktywność białka tau. a/ 'hu 
dodatnie perikariony komórek nerwowych oraz wybarwionc wypustki ncuronalnc w odległej 
strefie wzrostu. x 200, b/ Silna immunobarwliwość ciała komórki nerwowej oraz wypuitki 
aksonalncj (strzałka). x 200 
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Rye. 63. Hipokamp 21 DIV + 14 dni GLU (100 /M). Immunorcaktywność białka tau. 
(a) Wybarwionc wypustki aksonalnc i dcndrytycznc w odległej strefie wzrostu. x 100, (b) Silnie 
lau dodatnie perikariony komórek nerwowych i wypustki neuronalnc. x 200 

. , -V. 

I w 

Ryc. 64. Hipokamp 28 DIV, kontrola. Immunorcaktywność białka tau. (a) Słabo wybarwionc 
pojedyncze komórki nerwowe strefy wzrostu. x 60, (b) Słaba immunobarwliwość perikarionów 
nielicznych komórek nerwowych. x 200 

81 
http://rcin.org.pl



Część III. MODULACJA NEUROTOKSYCZNEGO DZIAŁANIA 

ENDOGENNYCH AMINOKWASÓW POBUDZAJĄCYCH 

III.l. Efekt cytoprotekcyjny blokerów kanałów wapniowych wobec 

neurotoksycznego działania QUIN w hodowli organotypowcj 

hipokampa. 

111.1.1/Efekt ncuroprotekcyjny Nimodipiny: 

21-dniowe hodowle hipokampa poddane działaniu QUIN w stężeniu 100 (iM 

wykazywały typowy dla tej neurotoksyny obraz uszkodzeń strukturalnych, obejmujących 

komórki piramidowe oraz dendryty postsynaptyczne. 

Hodowle hipokampa wzrastające w płynie odżywczym zawierającym nimodipinę w 

stężęniu 100 jiM nie wykazywały zmian morfologicznych. Zarówno neurony piramidowe, 

komórki ziarniste, jak i otaczający je zbity neuropil, zachowywały prawidłowy obraz 

ultrastrukturalny. 

Natomiast hodowle, poddane jednoczesnemu działaniu QUIN i nimodipiny w stężeniach 

po 100 jiM, wykazywały znacznie mniej nasilone zmiany morfologiczne w porównaniu z 

hodowlami eksponowanymi na działanie samego QUIN. 

Po upływie 24 godzin od momentu podania QUIN łącznie z blokcrem kanałów 

wapniowych, tylko pojedyncze komórki piramidowe wykazywały nieprawidłowości 

ultrastrukturalne, polegające na obecności różnokształtnych wakuoli, pęcherzyków oraz ciał 

wielobłoniastych w obrębie perykarionów tych komórek (Ryc.65). Pomimo nasilonych 

zmian wakuolizacyjnych cytoplazmy, zarówno jądro komórkowe, jak i większość 

mitochondriów, pozostawały dobrze zachowane. W pojedynczych neuronach 

piramidowych uszkodzenia były bardziej zaawansowane i manifestowały się 

drobnowodniczkowym zwyrodnieniem cełego perykarionu (Ryc.66). Jednak nawet w tak 

masywnie uszkodzonych komórkach jądro komórkowe pozostawało niezmienione. 

Jedynie sporadycznie obserwowano nierównomierną kondensację chromatyny jądrowej. 
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/fyc. ^5. Hipokamp 21 DIV + 24 godziny QUIN z Nimodipiną (100 /jM). Neuron piramidowy 
(N) wykazujący obecność licznych wakuoli (v) i drobnych pęcherzyków. Dobrze zachowane 
jądro komórkowe i mitochondria (MT), x 10 000 

Rye. 66. Hipokamp 21 DIV + 24 godziny QUIN z Nimodipiną (100 /M). Neuron (N) ze 
zwakuolizowaną cytoplazmą (v- wakuolc). Niezmienione jądro komórkowe. x 12 500 
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Po 3- i 7-dniowej ekspozycji na działanie QUIN i nimodipiny, większość komórek 

nerwowych przedstawiała prawidłowe cechy ultrastrukturalne (Ryc.67). Zarówno elementy 

pre-, jak i postsynaptyczne nie wykazywały zmian morfologicznych (Ryc.68). Tylko 

sporadycznie obserwowano obrzmiałe dendryty postsynaptyczne zawierające wakuole i 

uszkodzone, pozbawione grzebieni, mitochondria (Ryc.69). 

Przez cały okres obserwacji nie stwierdzano wyraźnego efektu cytoprotekcyjnego 

nimodipiny wobec zmian glejowych. Po 24-godzinnej ekspozycji na działanie QUIN 

łącznie z nimodipiną (IOOjiM) obserwowano obrzmienie cytoplazmy astrocytów 

protoplazmatycznych i ich wypustek. Po 3- i 7-dniowej ekspozycji stwierdzano nadmierne 

gromadzenie struktur włókienkowych w cytoplazmie astrocytów, podobnie, jak w 

hodowlach poddawanych działaniu samego QUIN. Zarówno w eksplantacie jak i w odległej 

strefie wzrostu widoczne były liczne astrocyty włókniste z cytoplazmą wypełnioną zbitymi 

pęczkami i pasmami gliofilamentów (Ryc.70). 
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Rye. 67. Hipokamp 21 DIV + 7 dni QUIN z Nimodipinq (100 //M). Neuron piramidowy (N) 
z dobrze zachowanymi organcllami komórkowymi. x 15 000 

Rye. 68. Hipokamp 21 DIV + 7 dni QUIN z Nimodipinq (100 //M). Neuropil zawierający liczne 
prawidłowo zachowane połączenia synaptyczne (strzałki). Niezmienione kolbki aksonalnc (ax) 
i dendryty postsynaptyczne (d). x 25 000 
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Ryc. 69. Hipokamp 21 DIV + 7 dni QUIN z Nimodipiną (100 //M). Dcndryt (d) zawierający 
obrzmiałe mitochondrium (MT), wakuolc (v) i rozproszone neurotubule. Dobrze zachowana 
kolbka aksonalna (ax). x 27 000 

h.h',' 
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/ć)>c. 70. Hipokamp 21 DIV +24 godziny QUIN z Nimodipiną (100 /M). Astrocyty włókniste 
(Gj, G2) z cytoplaznią wypełnioną gliofilamcntami (gf). Liczne, ciemne mitochondria (MT) 

z zatartą strukturą macierzy. x 10 000 
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111.1.2/Efekt neuroprotekcyjny Verapamilu: 

W hodowlach hipokampa eksponowanych na działanie samego QUIN obserwowano 

typowy obraz uszkodzeń ekscytotoksycznych. 

Hodowle poddane działaniu samego verapamilu w stężeniu 100 ji M nie wykazywały 

nieprawidłowości ultrastrukturalnych. 

W grupie hodowli poddanych jednoczesnemu działaniu QUIN i Verapamilu 

obserwowano wyraźne zmniejszenie nasilenia nieprawidłowości strukturalnych w 

porównaniu z hodowlami poddanymi działaniu samego QUIN. 

Po 24-godzinnej ekspozycji na jednoczesne działanie obu związków, podanych w 

stężeniu po 100 (iM, jedynie pojedyncze neurony piramidowe wykazywały niewielkie 

zmiany wakuolizacyjne cytoplazmy (Ryc.71), nie obserwowano natomiast grudkowego 

zagęszczenia chromatyny jądrowej, typowego dla obrazu uszkodzeń ekscytotoksycznych 

wywołanych przez QUIN. Większość neuronów piramidowych odznaczała się prawidłowo 

zachowaną strukturą jądra komórkowego oraz organelli cytoplazmatycznych (Ryc.72). W 

obrębie zbitego neuropilu stwierdzano dość dobrze zachowane wypustki dendrytyczne oraz 

zakończenia aksonalne (Ryc.73). Widoczne były jednak pojedyncze obrzmiałe dendryty 

postsynaptyczne, zawierające uszkodzone mitochondria i ciała wielopęcherzykowe 

(Ryc.74a). Ponadto w obrębie niektórych dendrytów postsynaptycznych stwierdzano 

obecność drobnych pęcherzyków lub różnokształtnych wakuoli (Ryc. 74b). 

W późniejszych okresach obserwacji, po 3 i 7 dniach od momentu podania QUIN i 

verapamilu, prawie wszystkie neurony odznaczały się prawidłową budową ultrastrukturalną 

(Ryc.75). Również dendryty postsynaptyczne były dobrze zachowane, tylko pojedyncze z 

nich zawierały wakuole i/lub ciała wielobłoniaste. Nie występowało obrzmienie elementów 

postsynaptycznych, tak typowe dla uszkodzeń ekscytotoksycznych. Zakończenia aksonalne 

oraz liczne połączenia synaptyczne były niezmienione (Ryc.76). 

We wczesnych okresach obserwacji komórki glejowe wykazywały niewielkie 

obrzmienie perikarionów i wypustek komórkowych, a w późniejszych - gromadzenie 

gliofilamentów w obrębie cytoplazmy. 
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Rye. 71. Hipokamp 21 DIV + 24 godziny QUIN z Verapamilem. Neuron piramidowy (N) 
wykazujący wakuolizację cytoplazmy (v) wakuolc). Dobrze zachowane jądro komórkowe, x 15000 

Ryc. 72. Hipokamp 21 DIV + 24 godziny QUIN z Verapamilem. Całkiem dobrze zachowana 
komórka nerwowa (N). x 10 000 
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Rye. 73. Hipokamp 21 DIV + 24 godziny QUIN z Verapamilem. Prawidłowo zachowane den-
dryty postsynaptycznc (di,d2) oraz niezmienione kolbki aksonalne (axj,ax2). x 30 000 

Ryc. 74. Hipokamp 21 DIV + 24 godziny QUIN z Verapamilem. (a) Obrzmiały dendryt (d) za­
wierający uszkodzone mitochondria (MT), wakuolc (v) i ciało wicłopęchcrzykowe (strzałka). 
Niezmieniona kolbka aksonalna (ax). x 30 000, (b) Dendryt (d) wypełniony wakuolami (v) 
i pęcherzykami. Dobrze zachowana kolbka aksonalna (ax). x 27 000 
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Ryc. 75. Hipokamp 21 DIV + 7 dni QUIN z Verapamilem. Dobrze zachowane neurony pirani-
dowe (N[, N2). X 15 000 

Ryc. 76. Hipokamp 21 DIV + 7 dni QUIN z Verapamilem. Neuropil zawierający niezmicnńnc 
zakończenia aksonalne (ax) tworzące połączenia z prawidłowo zachowanymi dendrytami pist-
synaptycznymi (d) i kolcami dendrytycznym i (s). x 25 000 
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III.2. Badania ultrastrukturalne wewnątrzkomórkowej lokalizacji 

wapnia w modelu neurotoksycznyeh uszkodzeń wywołanych 

podaniem QUIN oraz po zablokowaniu kanałów wapniowych. 

21-dniowe hodowle hipokampa, poddane działaniu QUIN, wykazywały zmiany typowe 

dla działania tej endogennej ekscytotoksyny (dokumentacja fotograficzna - rozdział II. 1). 

Po 24 godzinach po podaniu QUIN większość neuronów piramidowych wykazywała 

zaawansowaną wakuolizację cytoplazmy, połączoną z destrukcją organelli komórkowych. 

W wyrodniejących neuronach stwierdzano wyraźne nagromadzenie złogów wapnia w 

obrębie uszkodzonych organelli cytoplazmatycznych. Obfite złogi wapnia zlokalizowane 

były przede wszystkim w obrzmiałych lub zwyrodniałych mitochondriach, pomiędzy 

resztkami zachowanych grzebieni mitochondrialnych (Ryc.77). Wyraźne precypitaty 

pyroantymonianu wapnia widoczne były na obwodzie zwyrodniałych mitochondriów lub 

wewnątrz ich macierzy (Ryc.78). Elektronowo-gęste złogi wapnia stwierdzano również w 

obrębie chromatyny jądrowej uszkodzonych komórek. 

W hodowlach poddanych 3- i 7-dniowej ekspozycji na działanie QUIN obecne były 

liczne całkowicie zwyrodniałe komórki nerwowe, zawierające wakuole, krople lipidów oraz 

ciała mielino-podobne. Drobne złogi wapnia stwierdzano w obrębie znacznie uszkodzonych 

organelli komórkowych, zachowujących miejscami podwójną błonę, pozwalającą na ich 

identyfikację jako mitochondriów (Ryc.79). Ponadto niektóre dendryty postsynaptyczne 

zawierały złogi wapnia zlokalizowane najczęściej w pobliżu błony postsynaptycznej 

(Ryc.80a). Podobne precypitaty pyroantymonianu wapnia widoczne były w masywnie 

obrzmiałych dendrytach postsynaptycznych bez związku z określonymi organellemi 

cytoplazmatycznymi, rozproszone w elektronowo-przeziernej wypustce postsynaptycznej 

(Ryc.80b). Zakończenia aksonalne pozostawały niezmienione, niemniej w niektórych 

kolbkach końcowych stwierdzano drobne, elektronowo-gęste złogi wapnia, wypełniające 

pojedyncze pęcherzyki synaptyczne. W cytoplazmie astrocytów włóknistych stwierdzano 

również duże, elektronowo-gęste precypitaty pyroantymonianu wapnia w obrębie 

prawidłowo zachowanej macierzy mitochondrialnej (Ryc.81). 
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Rye. 77. Hipokamp 21 DIV + 24 godziny QUIN (100 }xM). Fragment komórki piramidovcj 
z licznymi wakuolami (v) w cytoplazmic. Złogi wapnia (strzałki) w obrębie macierzy mi:o-
chondrialncj. x 40 000 

Ryc. 78. Hipokamp 21 DIV + 24 godziny QUIN (100 \±M). Uszkodzone mitochondria zawe-
rającc duże złogi wapnia (strzałki) lub drobne precypitaty pyroantymonianu wapnia (grety 
strzałek). x 80 000 
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/?yc. 79. Hipokamp 21DIV + 7 <//»' QUIN (100 [iM). Rozproszone, drobne złogi wapnia (strzałki) 
w obrębie całkowicie zwyrodniałych mitochondriów, zachowujących resztki podwójnej błony 
initochondrialncj (groty strzałek) lub fragmenty grzebieni. x 40 000 

Kyc. 80. Hipokamp 21DIV + 7 dni QUIN (100 \xM). (a) Złogi wapnia (strzałka) w obrębie 
dendrytu postsynaptycznego (d) w pobliżu szczeliny synaptycznej. Niezmieniona kolbka akson-
alna (ax). x 80 000, (b) Drobne złogi wapnia (strzałki) rozproszone w obrębie obrzmiałego 
dendrytu (d). Nieuszkodzone zakończenie aksonalne (ax). x 60 000 
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Rye. 81. Hipokamp 21DIV + 7 dni QUIN (100 fxM). Duże złogi wapnia (strzałki) w obrębie 
nieuszkodzonych mitochondriów komórek glejowych. x 60 000 

Ryc. 82. Hipokamp 21DIV + 7 dni QUIN (100 fiM) + Nimodipina (100 fjM). Fragment ko­
mórki piramidowej z nieznacznie obrzmiałymi mitochondriami (strzałki) bez widocznych 
precypitatów pyroantymonianu potasu. x 24 000 
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W hodowlach poddanych jednoczesnemu działaniu QUIN i nimodipiny (oba związki w 

stężeniu 100 jiM) stwierdzano wyraźny efekt cytoprotekcyjny nimodipiny, polegający na 

mniejszym nasileniu nieprawidłowości ultrastrukturalnych oraz odmiennej lokalizacji 

wewnątrzkomórkowych złogów wapnia w porównaniu z hodowlami eksponowanymi 

wyłącznie na działanie QUIN. Zarówno po 24-godzinnej, jak i 3- lub 7-dniowej ekspozycji 

na równoczesne działanie obu związków, tylko pojedyncze neurony piramidowe 

wykazywały zmiany morfologiczne. W dobrze zachowanych lub nieznacznie obrzmiałych 

mitochondriach tych komórek nie stwierdzano nagromadzenia złogów wapnia (Ryc.82). 

Podobnie dendryty postsynaptyczne nie wykazywały obecności złogów wapnia, natomiat 

zakończenia aksonalne zawierały dość liczne pęcherzyki synaptyczne z elektronowo-

gęstymi złogami pyroantymonianu wapnia. 

Po podaniu QUIN i nimodipiny, niezależnie od okresu ekspozycji, stwierdzano obecność 

złogów wapnia w obrębie cytoplazmy astrocytów włóknistych oraz ich wypustek, 

zawierających zbite pęczki i pasma gliofilamentów. Precypitaty pyroantymonianu wapnia 

zlokalizowane były w mitochondriach tych komórek, pomiędzy dobrze zachowanymi 

grzebieniami mitochondrialnymi (Ryc.83). 

Rozmieszczenie złogów wapnia w obrębie komórek glejowych i nerwowych w 

hodowlach kontrolnych było porównywalne z ich rozkładem w hodowlach poddanych 

jednoczesnemu działaniu QUIN i nimodipiny. Wszystkie złogi wapnia znikały w skrawkach 

poddanych działaniu EGT A. 

Hodowle kontrolne, utrwalane rutynowo do mikroskopu elektronowego, również nie 

wykazywały osmofilnych ziaren i złogów w obrębie mitochondriów i pęcherzyków 

synaptycznych, zarówno w prawidłowo wyglądających, jak i zwyrodniałych komórkach 

nerwowych oraz komórkach astrocytów włóknistych. 
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Rye. 83. Hipokamp 21DIV+ 7 dni QUIN (100 /M) + Nimodipina (100 /jM). Wydłużone mio-
chondria zawierające złogi wapnia (strzałki) w obrębie wypustek astrocytów włóknistych. 
x 60 000 
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III.3. Wpływ jonów Zn2+ na zmniejszenie efektu neuro toksycznego 

QUIN w hodowli organotypowej hipokampa. 

Badania w mikroskopie świetlnym hodowli eksponowanych na działanie samego QUIN 

lub samego ZnCh wykazały zmiany wakuolizacyjne w obrębie pojedynczych neuronów 

piramidowych hipokampa. Powyższych zmian nie obserwowano po jednoczesnym podaniu 

obu związków do płynu odżywczego hodowli. 

Badania ultrastrukturalne hodowli hipokampa poddanych działaniu QUIN w stężeniu 

100 f.iM wykazywały typowe uszkodzenia ekscytotoksyczne. 

Hodowle hipokampa poddane działaniu samego ZnCh w stężeniu 100 |iM przez okres 

3 dni wykazywały nieprawidłowości ultrastrukturalne w obrębie niektórych komórek 

nerwowych i glejowych oraz połączeń synaptycznych w neuropilu. Większość komórek 

piramidowych i ziarnistych była dobrze zachowana (Ryc.84). Jednak część neuronów 

piramidowych wykazywała nasilone zmiany wakuolizacyjne cytoplazmy (Ryc.85). 

Poszczególne komórki różniły się liczbą i kształtem wakuoli. Ponadto, niektóre neurony 

piramidowe wykazywały nagromadzenie mitochondriów, odznaczających się znacznymi 

rozmiarami oraz nieprawidłowościami strukturalnymi macierzy mitochondrialnej (Ryc.86). 

Powiększone mitochondria obserwowano również w przylegających do komórek 

piramidowych wypustkach dendrytycznych. Niektóre z nich osiągały monstrualne rozmiary 

i dziwaczne kształty oraz wykazywały uszkodzenia grzebieni mitochondrialnych (Ryc.87a) 

lub drobnopęcherzykowe zwyrodnienie macierzy (Ryc.87b). W pobliżu komórek 

nerwowych, zawierających tak zmienione mitochondria, widoczne były również wypustki 

neuronalne z prawidłowo zachowanymi mitochondriami. Zmiany mitochondrialne 

obserwowano również w obrębie cytoplazmy niektórych astrocytów włóknistych (Ryc.88). 

Czasami stwierdzano obrzmienie cytoplazmy perykarionów i wypustek komórek 

astroglejowych z nagromadzeniem ziaren glikogenu. Niektóre komórki astroglejowe i 

neurony oraz ich wypustki zawierały krople lipidów o różnej gęstości elektronowej. 

Neuropil złożony z gęstej sieci wypustek neuronalnych i glejowych zawierał prawidłowo 

zachowane zakończenia aksonalne oraz mniej lub bardzej zmienione wypustki 

dendrytyczne. Najczęściej stwierdzano obrzmienie dendrytów postsynaptycznych (Ryc.89). 
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Rye. 84. Hipokamp 21DIV + 3 dni ZnCl2 (100 /jM). Prawidłowo zachowana komórka pirami-

dowa hipokampa (N). x 10 000 

Ryc. 85. Hipokamp 21DIV + 3 dni ZnCl2 (100 /M). Fragment neuronu piramidowego zc 

zwakuolizowaną cytoplazmą (v - wakuolc). x 15 000 
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Rye. 86. Hipokamp 21DIV + 3 dni ZnCl2 (100 /M). Liczne duże mitochondria (MT) o clcktro-
nowo-przczicrncj macierzy i krótkich grzebieniach, obccnc w cytoplazmie komórek nerwowych 
(N) i wypustkach neuronalnych (P). Prawidłowe zachowane mitochondria w przylegających 
wypustkach (strzałki). x 12 000 

Ryc. 87. Hipokamp 21DIV+ 3 dni ZnCl2 (100 /M). a/ Duże mitochondrium (MT) w wypustce 

neuronalnej. x 20 000, b/ Mitochondria (MT) wykazujące drobnopęcherzykowe zwyrodnienie 
macierzy. x 20 000 
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Rye. 88. Hipokamp 21DIV + 3 dni ZnCl2 (100 /M). Astrocyt włóknisty zawierający uszkodzoic 

mitochondria (MT) i wakuolc (v). x 12 000 

»V* W ̂ ksLr } i ite! 
Ryc. 89. Hipokamp 21DIV + 3 dni ZnCl2 (100 /M). Obrzmiała wypustka dcndrytyczna (c). 

Prawidłowo zachowane zakończenie aksonałne (ax). x 24 000 
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Po 7 dniach ekspozycji na działanie ZnCh w niektórych dendrytach obecne były drobne 

wakuole i krótkie, nieregularnie rozmieszczone neurotubule. W innych obserwowano 

zagęszczenie prawidłowo wyglądających mitochondriów (Ryc.90). Należy podkreślić, że 

powyższe zmiany nie dotyczyły wszystkich dendrytów postsynaptycznych tak, że obok 

znacznie uszkodzonych dendrytów widoczne były niezmienione elementy postsynaptyczne. 

Natomiast po jednoczesnym podaniu ZnCh i QUIN stwierdzano wyraźne zmniejszenie 

nieprawidłowości ultrastrukturalnych w porównaniu z hodowlami eksponowanymi na 

działanie samego QUIN. 

Po 24 godzinach od momentu jednoczesnego podania obu związków stwierdzano 

obecność licznych nieuszkodzonych komórek nerwowych (Ryc.91). Większość zakończeń 

pre- i postsynaptycznych również pozostawała niezmieniona (Ryc.92), tylko pojedyncze 

dendryty postsynaptyczne wykazywały nieznaczne obrzmienie. 

Efekt protekcyjny jonów Zn2+ wobec elementów neuronalnych był również zaznaczony 

po 3- i 7-dniowej ekspozycji na jednoczesne działanie QUIN i ZnCh. Zarówno komórki 

nerwowe hipokampa, jak i zbity neuropil, zawierający różnego typu połączenia 

synaptyczne, odpowiadały hodowlom kontrolnym w tym samym okresie dojrzewania 

komórek nerwowych i ich połączeń (Ryc.93). Komórki astroglejowe były w większości 

dobrze zachowane, niemniej niektóre astrocyty włókniste wykazywały nagromadzenie 

gliofilamentów, przypominające wzrost elementów włókienkowych w cytoplazmie 

astrogleju po podaniu samego QUIN. Towarzyszyło temu poszerzenie krótkich kanałów 

siatki śródplazmatycznej ziarnistej oraz obrzmienie mitochondriów. 
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Ryc. 90. Hipokamp 21DIV + 7 dni ZnCl2 (100 /M). Obrzmiała wypustka dcndrytyczna (d) 

ze zwiększona liczbą mitochondriów (MT). Nieuszkodzone kolbki aksonalnc (ax). x 14 000 
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/tyc. 97. Hipokamp 21DIV + 24 godziny QUIN z ZnCl2 (100 /jM). Nieuszkodzone komórki 

nerwowe (N,, N2). x 10 000 
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Rye. 92. Hipokamp 21DIV + 24 godziny QUIN z ZnCl2 (100 juM). Nieuszkodzone kolbki akso-

nalne (ax) oraz dobrze zachowane dendryty (d) i kolce postsynaptyczny (s). x 30 000 

Ryc. 93. Hipokamp 21DIV+ 7 dni QUIN z ZnCl2 (100 /M). Dobrze zachowane neurony (N^N^). 

Nieuszkodzone synapsy akso-somatycznc i akso-dendiytycznc w ncuropilu (strzałki). x 15 000 
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III.4. Wpływ jonów Mg2+ na uszkodzenia ncuronalne wywołane 

ekspozycją hodowli organotypowej hipokampa na działanie 

QUIN. 

Obserwacje w mikroskopie świetlnym hodowli poddanych działaniu MgCl2 wykazywały 

prawidłowy obraz morfologiczny eksplantatu i strefy wzrostu, porównywalny z obrazem 

hodowli kontrolnych. 

Po równoczesnym podaniu QUIN i MgCh stwierdzano wyraźne zmniejszenie zmian 

wakuolizacyjnych cytoplazmy perikarialnej neuronów piramidowych w porównaniu z 

hodowlami eksponowanymi na działanie samego QUIN. 

Hodowle hipokampa wzrastające w środowisku odżywczym zawierającym MgCl2, 

niezależnie od jego stężenia (100 fiM, 1 mM) i czasu ekspozycji (24 godziny, 3 i 7 dni) nie 

wykazywały wyraźnych nieprawidłowości ultrastrukturalnych. Obraz mikroskopowo-

elektronowy komórek piramidowych i ziarnistych (Ryc.94) oraz zbitego, dobrze 

zorganizowanego neuropilu, zawierającego liczne wypustki i połączenia synaptyczne, 

korespondował z obrazem hodowli kontrolnych utrzymywanych w warunkach 

standardowych. 

Hodowle poddane jednoczesnemu działaniu QUIN i MgCh wykazywały mniej 

zaawansowane zmiany w porównaniu z hodowlami poddanymi ekscytotoksycznemu 

działaniu samego QUIN, przy czym efekt cytoprotekcyjny jonów Mg2" zależał od ich 

stężenia w płynie wzrostowym. 

Po 24 godzinach utrzymywania hodowli w medium zawierającym QUIN łącznie z 

MgCh w niższym stężeniu (100 }.iM) tylko niewielka liczba neuronów piramidowych 

pozostawała dobrze zachowana (Ryc.95). Liczne komórki nerwowe wykazywały mniej lub 

bardziej nasilone zmiany ultrastrukturalne. Obraz zmian neuronalnych przypominał typowe 

dla QUIN uszkodzenia ekscytotoksyczne, w postaci znacznej destrukcji organelli 

komórkowych oraz zmian w rozmieszczeniu chromatyny jądrowej (Ryc.96). W 

przeciwieństwie do mniej lub bardziej uszkodzonych komórek nerwowych, elementy 

neuropilu były dobrze zachowane (Ryc.97). Tylko sporadycznie obserwowano nieznaczne 
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Ryc. 94. Hipokamp 21 DIV + 3 dni MgCl2 (100 /M). Prawidłowa komórka piramidowa z dobrze 
zachowanymi organcllami komórkowymi. x 15 000 
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Ryc. 95. Hipokamp 21 DIV + 24 godziny QUIN z MgCl2 (100 /jM). Neurony piramidowc 

(N„ N2) Z nieznacznie poszerzonymi kanałami siatki śródplazmatycznej ziarnistej (GER) i dość 
dobrze zachowanymi mitochondriami (MT) x 17 500 
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Rye. 96. Hipokamp 21 DIV + 7 dni QUIN z MgCl2 (100 jlM). Zwyrodniała komórka nerwowa 

(N) z całkowitą destrukcją organelli cytoplazmatycznych. x 15 500 

Ryc. 97. Hipokamp 21 DIV + 24 godziny QUIN z MgCl2 (100 /M). Zbity neuropil zawierający 

liczne prawidłowo zachowane synapsy (strzałki). x 15 000 
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obrzmienie dendrytów postsynaptycznych. 

W hodowlach badanych po upływie 3 i 7 dni od momentu podania obydwu badanych 

związków nadal stwierdzano obecność nielicznych zwyrodniałych komórek nerwowych. 

Przy zastosowaniu MgCh w wyższym stężeniu (ImM) jednocześnie z QUEM, 

stwierdzano bardziej wyraźny efekt neuroprotekcyjny. Większość komórek piramidowych, 

wrażliwych na działanie QUIN, pozostawała dobrze zachowana niezależnie od okresu 

obserwacji (Ryc.98). Jednak nawet przy wyższym stężeniu MgCh, pojedyncze neurony 

piramidowe wykazywały nieprawidłowości ultrastrukturalne w postaci obrzmienia 

mitochondriów, nadmiernego rozbudowania aparatu Golgiego i poszerzenia kanałów siatki 

śródplazmatycznej ziarnistej (Ryc.99). Nie obserwowano natomiast masywnej wakuolizacji 

cytoplazmy komórek piramidowych oraz uszkodzenia dendrytów postsynaptycznych, 

typowych dla ekscytotoksycznego działania QUIN. Jedynie w obrębie niektórych 

dendrytów postsynaptycznych stwierdzano obecność pojedynczych wakuoli (Ryc.100). 

Wszystkie zakończenia aksonalne pozostawały niezmienione. 

Najbardziej zaznaczony efekt cytoprotekcyjny jonów Mg2+ stwierdzano przy podaniu 

chlorku magnezu z 30-mimutowym wyprzedzniem w stosunku do ekspozycji na działanie 

QUIN. W tej grupie doświadczalnej zdecydowana większość neuronów piramidowych nie 

wykazywała nieprawidłowości morfologicznych. Dendryty postsynaptyczne zachowywały 

prwidłową budowę ultrastrukturalną i tworzyły połączenia synaptyczne z nieuszkodzonymi 

kolbkami aksonalnymi. 
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Rye. 98. Hipokamp 21 DIV + 3 dni QUIN z MgCl2 (1 mM). Prawidłowo zachowany neunn 

piramidowy (N). x 19 000 

Rye. 99. Hipokamp 21 DIV + 3 dni QUIN z MgCl2 (1 mM). Neuron piramidowy wykazujmy 

nieznaczne poszerzenie kanałów siatki śródplazmatyczncj ziarnistej (GER) oraz dobrze rozlu-
dowany aparat Golgiego (GA). x 20 000 
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/?j>c. 700. Hipokamp 21 DIV+ 3 dni QUIN z MgCl2 (100 fxM). Neuropil z licznymi synapsami 

(strzałki). W obrębie niektórych dendrytów postsynaptycznych (d) obecne pojedyncze wakuole 
(v). Nieuszkodzone kolbki aksonalne (ax). x 30 000 
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III.5. Wpływ subtoksycznych stężeń HgCh na obniżenie progu 

neurotoksyczności GLU w hodowli organotypowej móżdżku. 

Zarówno hodowle organotypowe móżdżku poddane ekspozycji na działanie samego 

GLU w stężeniu subtoksycznym (Ryc.101), jak i samego HgCb w stężeniu l|iM (Ryc.102) 

nie wykazywały wyraźnych nieprawidłowości ultrastrukturalnych. Komórki nerwowe i 

glejowe oraz elementy strukturalne neuropilu pozostawały prawidłowo zachowane. 

Natomiast w hodowlach poddanych jednoczesnemu działaniu 100 |iM GLU i 1 |iM 

HgCh stwierdzano wyraźny efekt neurotoksyczny, widoczny już po 30-minutowej 

ekspozycji. Zmiany ultrastrukturalne wyrażały się nasiloną wakuolizacją cytoplazmy 

komórek Purkinjego. W perykarionach tych komórek występowało nagromadzenie 

różnokształtnych wakuoli oraz licznych drobnych pęchrzyków, dające obraz 

drobnowakuolizacyjnego zwyrodnienia cytoplazmy (Ryc. 103), typowego dla uszkodzeń 

ekscytotoksycznych. Mitochondria uszkodzonych komórek nerwowych wykazywały 

obrzmienie macierzy z towarzyszącą destrukcją grzebieni mitochondrialnych, podczas gdy 

kanały siatki śródplazmatycznej ziarnistej były niezmienione lub tylko nieznacznie 

poszerzone. Niektóre drobne wakuole i pęcherzyki zachowywały związek z nadmiernie 

rozbudowanymi kanałami aparatu Golgiego, inne najprawdopodobniej stanowiły masywnie 

uszkodzone mitochondria, całkowicie pozbawione swojej wewnętrznej struktury. 

Po 1- i 3-dniowej inkubacji w płynie odżywczym, zawierającym subtoksyczne stężenia 

GLU łącznie z submikromolarnym stężeniem chlorku rtęci, stwierdzano utrzymującą się 

wakuolizację cytoplazmy komórek Purkinjego, prowadzącą niekiedy do ich całkowitego 

zwyrodnienia (Ryc. 104). 

Oprócz zmian wakuolizacyjnych perykarionów komórek nerwowych, stwierdzano 

zmiany morfologiczne w obrębie licznych dendrytów postsynaptycznych. W wielu 

wypustkach dendrytycznych tworzących połączenia z prawidłowo zachowanymi kolbkami 

aksonalnymi obecne były małe wakuole i/lub drobne pęcherzyki oraz nieregularne struktury 

błoniaste (Ryc. 105). Zakończenia presynaptyczne pozostawały niezmienione i zawierały 

liczne pęcherzyki synaptyczne. 
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Rye. 101. Móżdżek 21 DIV + 3 dni GLU (100 \±M). Komórka nerwowa zawierająca prawidłowo 
zachowane mitochondria (MT), kanały siatki śródplazmatycznej ziarnistej (GER) oraz aparat 
Golgicgo (GA). x 30 000 

Ryc. 102. Móżdżek 21 DIV + 3 dni HgCl2 (l\xM). Neuron z dobrze zachowanymi organcllami 
komórkowymi (MT, GER). x 30 000 
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Rye. 103. Móżdżek 21 DIV + 30 minut GLU (100 \.iM) z HgCl2 (l\iM). Uszkodzony neuron 

z licznymi wakuolami (v), pęcherzykami, obrzmiałymi mitochondriami (MT) oraz nieznacznie 
poszerzonymi kanałami siatki śródplazmatyczncj ziarnistej (GER). x 30 000 

Hyc. 104. Móżdżek21 DIV+ 3 dni GLU (100 \iM) z HgCl2 (l\iM). Fragment komórki Purkinjego 

z zaznaczoną wakuolizacją cytoplazmy (v-wakuolc) oraz uszkodzeniem mitochondriów (MT). 
x 30 000 
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Rye. 105. Móżdżek 21 DIV + 3 dni GLU (100 \\M) z HgC^ (l\i.M). Dcndryt postsynaptyczny 

(d) wypełniony wakuolaini (v) i drobnymi pęcherzykami. Niezmieniona kolbka aksonalna (ax), 
x 37 500 

Rye. 106. Móżdżek 21 DIV + 3 dni GLU (100 \xM) z HgCl2 (l\xM) pvzy uprzednim podaniu 
MK 801. Prawidłowo zachowana komórka Purkinjego. x 20 000 
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Przy zastosowaniu MK-801, antagonisty receptorów NMDA, podanego w stężeniu 10|a.M 

do płynu odżywczego hodowli z 10-minutowym wyprzedzeniem w stosunku do ekspozycji 

na działanie GLU łącznie z HgCh, stwierdzano wyraźne zahamowanie rozwoju uszkodzeń 

neuronalnych. W takim układzie doświadczalnym większość komórek Purkinjego nie 

wykazywała zmian ultrastrukturalnych (Ryc.106). W hodowlach wzrastających w płynie 

odżywczym zawierającym wyłącznie MK-801 w stężeniu lOjiM nie stwierdzano 

nieprawidłowości ultrastrukturalnych. 

Zmiany dotyczące komórek astroglejowych po podaniu GLU i HgCh w stężeniach 

subtoksycznych polegały przede wszystkim na obrzmieniu cytoplazmy komórek astrogleju 

protoplazmatycznego, w mniejszym stopniu gleju włóknistego. Elektronowo-przezierna 

cytoplazma astrocytów zawierała mniej lub bardziej obrzmiałe mitochondria i nieznacznie 

poszerzone kanały siatki śródplazmatycznej ziarnistej (Ryc. 107). 

Po podaniu do płynu odżywczego hodowli ditiotreitolu - DTT jedyną zauważalną 

zmianą ultrastrukturalną było nieznaczne obrzmienie macierzy mitochondrialnej (Ryc. 108). 

W hodowlach eksponowanych na działanie DTT z 10-minutowym wyprzedzeniem w 

stosunku do podania GLU i HgCh większość neuronów pozostawała dobrze zachowana 

(Ryc. 109). Nie obserwowano zaawansowanych zmian destrukcyjnych mitochondriów 

prowadzących do wakuolizacji części perykarialnej cytoplazmy neuronów, typowej dla 

uszkodzeń ekscytotoksycznych. Nie stwierdzano również zmian w obrębie dendrytów 

postsynaptycznych. Hodowle poddane działaniu zredukowanego glutationu - GSH nie 

wykazywały zmian ultrastrukturalnych. Zarówno komórki nerwowe, jak i ich wypustki 

pozostawały nieuszkodzone. Natomiast podanie GSH wyprzedzające ekspozycję hodowli 

na GLU podany jednocześnie z HgCh nie zabezpieczało neuronów przed neurotoksycznym 

działaniem obu związków. Nasilone zmiany morfologiczne w obrębie cytoplazmy komórek 

nerwowych przedstawiały obraz zwyrodnienia drobnowakuolizacyjnego cytoplazmy 

(Ryc. 110), przypominający uszkodzenia neurotoksyczne powstających pod wpływem 

EAA. Znamienną cechą obrazu ultrastrukturanego była również obecność licznych 

prawidłowo zachowanych zakończeń aksonalnych tworzących połączenia synaptyczne ze 

zwyrodniałymi dendrytami postsynaptycznymi. 
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/?j'c. 107. Móżdżek 21 DIV + 3 dni GLU (100 (iM) z HgCl2 (l\iM). Astrocyt z jasną, 

clcktronowo-przczicrną cytopiazmą, zawierającą uszkodzone mitochondria (MT) oraz posze­
rzone kanały siatki sródplazmatyczncj ziarnistej (GER). x 20 000 

Ryc. 108. Móżdżek 21 DIV + DTT (ImM). Dobrze zachowany neuron wykazujący jedynie nie­
znaczne obrzmienie mitochondriów (MT). x 20 000 
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Rye. 109. Móżdżek 21 DIV + 3 dni GLU (100 \iM) z HgCl2 (l[iM) przy uprzednim podaniu DTT. 

Prawidłowo wyglądający neuron z dobrze zachowanymi organcllami komórkowymi (MP, 
GER), x 20 000 

Rye. 110. Móżdżek 21 DIV + 3 dni GLU (100 \xM) z HgCl2 (l\xM) przy uprzednim podaniu GS1. 

Zwyrodniała komórka nerwowa wykazująca uszkodzenie organelli komórkowych oraz nasiloic 
zmiany wakuolizacyjne cytoplazmy (v - wakuolc). x 15 000 
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DYSKUSJA 

Wstępne badania morfologiczne wykazały, że komórki nerwowe hipokampa w 

organotypowej hodowli tkankowej, pomimo pozbawienia zewnętrznych włókien 

aferentnych, zachowują zdolność do różnicowania i dojrzewania oraz do tworzenia różnego 

typu połączeń synaptycznych (Matyja, Kida 1988). 

W młodych, 6-8-dniowych, hodowlach hipokampa przeważały niedojrzałe synapsy akso-

dendrytyczne, odznaczające się słabo wykształconymi symetrycznymi zagęszczeniami pre- i 

postsynaptycznymi, wąską szczeliną synaptyczną oraz małą ilością pęcherzyków 

synaptycznych. Synapsy o podobnych cechach ultrastrukturalnych opisywano w innych 

rejonach kory mózgu szczura podczas pierwszych dni życia postnatalnego (Blue, Parnavelas 

1983). W ciągu następnych dni wzrostu hipokampa in vitro stwierdzaliśmy stopniowe 

pogrubienie zagęszczeń błonowych oraz wzrost ilości pęcherzyków synaptycznych w 

zakończeniach aksonalnych. Przyjmuje się, że niektóre połączenia symetryczne mogą 

wytworzyć asymetryczne zagęszczenia błonowe w późniejszych okresach dojrzewania kory 

mózgu (Adinolfi 1972). 

W dobrze zróżnicowanych 21-dniowych hodowlach organotypowych hipokampa, obraz 

ultrastrukturalny połączeń synaptycznych odpowiadał już w pełni dojrzałym synapsom, 

opisywanym w hipokampie gryzoni i królika w doświadczeniach in vitro (DeLong 1970, 

Kim 1973, LaVail, Wolf 1973, Gähwiler 1987, Bartlet, Banker 1984, De Boni i wsp.1984, 

Caeser, Aertsen 1991). Liczba asymetrycznych synaps akso-kolcowych wzrastała w ciągu 

2-go i 3-go tygodnia in vitro, co najprawdopodobniej związane było z tworzeniem kolców 

na drzewie dendrytycznym podczas morfologicznego dojrzewania neuronów, 

udokumentowanym w korze wzrokowej szczura (Miller, Peters 1981). W starszych 

hodowlach obok synaps akso-dendrytycznych, obserwowano również nieliczne synapsy 

akso-somatyczne o symetrycznym typie zagęszczeń błonowych oraz typowe zakończenia 

włókien pnących, opisywane zarówno w hodowlach hipokampa pozbawionych włókien 

aferentnych (Zimmer Gahwiler 1984, Casaccia-Bonnefil i wsp. 1993), jak i w 

przeszczepionych skrawkach hipokampa szczura (Frotscher, Zimmer 1986). Różnorodność 

połączeń synaptycznych rozwijających się w warunkach hodowli tkankowej sugeruje 
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możliwość, że synapsy te tworzone są przez aksony wewnętrznych neuronów hipokampa. 

Wcześniejsze badania dowiodły, że po domózgowej transplantacji zakrętu zębatego 

noworodków szczurzych komórki ziarniste, pomimo braku włókien aferentnych, 

wytwarzają wypustki dendrytyczne oraz aksonalne, odpowiadające wypustkom 

neuronalnym in situ oraz tworzą wewnętrzne połączenia synaptyczne (Zimmer, Gähwiler 

1984, Frotscher, Zimmer 1986). 

Wyniki naszych badań udokumentowały, że proces różnicowania i dojrzewania 

hipokampa noworodka szczura w organotypowej hodowli tkankowej przebiega 

analogicznie do procesu dojrzewania tkanki in vivo a bogactwo połączeń synaptycznych 

pozwala na wykorzystanie modelu hodowli tkankowej do badań nad wpływem różnych 

czynników patogennych (Matyja, Kida 1988). Model hodowli tkankowej umożliwił 

precyzyjną kontrolę środowiska pozakomórkowego oraz dokładną ocenę efektu 

neurotoksycznego GLU i QUIN (Kida, Matyja 1990). 

Model dysocjowanej hodowli tkankowej wybrano do oceny efektu neurotoksycznego 

niskich, subtoksycznych stężeń QUIN, ze względu na możliwość precyzyjnej oceny 

bezpośredniego działania badanej neurototoksyny na poszczególne komórki nerwowe 

oraz ich połączenia międzyneuronalne (Matyja i wsp. 1993). W rozważaniach nad 

ekscytotoksycznym podłożem chorób zwyrodnieniowych ważne jest stwierdzenie, czy próg 

efektywnego stężenia zostaje przekroczony w warunkach patologicznych in vivo. Należy 

jednak zachować dużą ostrożność przy próbach ekstrapolacji z warunków in vitro do 

możliwej sytuacji in vivo. 

W hodowli dysocjowanej hipokampa zdolność do tworzenia agregatów i zasięg 

organizacji organotypowej w obrębie agregatów zależny jest od stopnia rozwoju tkanki w 

momencie przeprowadzanej dysocjacji. Komórki hodowli dysocjowanej, założonej z 1 8-

dniowego płodowego hipokampa, wytwarzają agregaty komórkowe przypominające 

histogenetyczny wzór hipokampa (DeLong 1970). W naszych badaniach prowadzonych ma 

hodowlach dysocjowanych hipokampa, organizacja synaptyczna w 21 dniu in vitro 

przypominała obraz połączeń synaptycznych w neuropilu dojrzałego hipokampa w hodowli 
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organotypowej. Jedyną różnicą był brak włókien pnących, obserwowanych zarówno w 

hodowlach organotypowych, jak i w skrawkach in situ. 

Do przeprowadzonych przez nas badań nad neurotoksycznym działaniem EAA 

wybrano dwa endogenne aminokwasy pobudzające: GLU i QUIN, ponieważ stężenie 

pozakomórkowe tych neurotransmiterów wzrasta podczas różnych procesów 

patologicznych (szczegółowe omówienie we wstępie). 

Podstawowy wzór uszkodzeń strukturalnych w hodowli organotypowej hipokampa 

wywołany podaniem GLU lub QUIN, odpowiadał typowym ekscytotoksycznym 

zwyrodnieniom neuronalnym „oszczędzającym aksony", demonstrowanym w modelach 

zwierzęcych in vivo ( Coyle i wsp. 1978, Schwarcz i wsp. 1983). Dominujące uszkodzenia 

perykarionów komórek nerwowych i wypustek dendrytycznych należy wiązać z 

udokumentowaną dendrytyczną lokalizacją receptorów glutaminianowych (Monaghan i 

wsp. 1983, Greenamyre i wsp. 1985). Dendryty wybiórczo-wrażliwych komórek 

nerwowych tworzą połączenia synaptyczne z pobudzającymi zakończeniami 

glutaminianergicznymi. Zaawansowane zmiany postsynaptyczne opisywano również w 

obrazie uszkodzeń neurotoksycznych wywołanych egzogennymi aminokwasami 

pobudzającymi, do których należy kwas kainowy i ibotenowy (Olney i wsp. 1978, Matyja 

1986b, Rothman, Olney 1987, Stone, Connick 1991). Ponadto, masywne zwyrodnienia 

perykarionów komórek nerwowych i dendrytów stwierdzano w hipokampie po 

przemijającym niedokrwieniu mózgu w doświadczeniach in vivo (Johansen i wsp. 1984) 

oraz po elektrycznej stymulacji pobudzającej drogi przeszywającej (Olney i wsp. 1983). 

W badaniach nad neurotoksycznością EAA zwracano uwagę zarówno na regionalne 

różnice we wrażliwości neuronalnej, jak i na fakt wybiórczej wrażliwości pewnych tylko 

typów komórek nerwowych w obrębie danego rejonu mózgu (Nadler i wsp. 1980, Choi i 

wsp. 1987, Schmidt-Kastner, Freund 1991, Vornov i wsp. 1991). Dokładna przyczyna 

oporności niektórych neuronów na neurotoksyczne działanie EAA nie została ostatecznie 

wyjaśniona, m. innymi należałoby uwzględnić brak receptorów dla EAA oraz różnice w 

układzie regulującym poziom cytoplazmatycznego wapnia (Mattson, Kater 1989). 
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Oceniając prezentowany w obecnej pracy efekt neurotoksyczny GLU i OUIN 

stwierdzono selektywny charakter uszkodzeń neuronalnych hipokampa in vitro, polecający 

na wybiórczym uszkodzeniu komórek piramidowych przy względnym zaoszczęczemu 

komórek ziarnistych i wstawkowych. Zwracał uwagę fakt, że obok znacznie uszkodz»nych 

neuronów piramidowych widoczne były komórki piramidowe nie wykazujące ;mian 

ultrastrukturalnych. Różnice we wrażliwości poszczególnych neuronów mogły wynikać z 

braku receptorów QUIN na nieuszkodzonych wypustkach neuronalnych, niedostaticznej 

gęstości tych receptorów lub opóźnionego ich rozwoju w specyficznych warnikach 

hodowli tkankowej. Niejednakowa wrażliwość neuronów piramidowych na EAA in vitro 

mogła być również związana z brakiem właściwych włókien aferentnych w warnikach 

pozaustrojowej hodowli tkankowej. 

W prezentowanym modelu in vitro nasilenie uszkodzeń neuronalnych było zn.czne, 

mimo zastosowania niższego stężenia QUIN od stężenia podawanego w doświadczmiach 

in vivo (Foster i wsp.1983). Rejony OUN wykazujące wysoką wrażliwość na GLU 

posiadają bogate aferentne połączenia glutaminianergiczne oraz dużą gęstość rcceporow 

typu NMDA (Greenamyre i wsp.1985, Monaghan, Cotman 1985). Wysoka gęstość niejsc 

wiązania NMDA w polu CA1 hipkampa (Cotman i wsp. 1987, Monaghan i wsp. 198J9) 

tłumaczy jego dużą wrażliwość na działanie EAA, których neurotoksyczność związaia jest 

z aktywacją specyficznych receptorów NMDA (Cotman, Iwersen 1987). Udowodnioio, że 

podanie antagonistów receptorów NMDA zabezpiecza neurony przed letlnym 

uszkodzeniem wywołanym ekspozycją na działanie GLU (Łysko i wsp. 1989, Oney i 

wsp. 1987) oraz hamuje spontanicznie występującą śmierć komórek nerwowych w hdowli 

pierwotnej kory mózgu szczura (Dnan i wsp. 1991). Sugerowano również zviąz.ek 

pomiędzy regionalnymi różnicami w poziomie białek wiążących wapń a selekywną 

wrażliwością neuronów na liczne stany patologiczne, włączając chorobę Alzhamera 

(Ischimiya i wsp. 1989), niedokrwienie (Nitsch i wsp. 1989, Hashimoto i wsp. 1992)i sttan 

padaczkowy (Scharfman, Schwartzkroin 1989). Zależność neurotoksyczności QUN od 

wieku oraz wybiórcza wrażliwość hipokampa, a także prążkowia, była wc«śnuej 

dokumentowana w badaniach in vivo i in vitro (Foster i wsp.1983, Whetsell, Schvaircz 
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1983). Rozbieżności dotyczące nasilenia uszkodzeń neuronalnych po podaniu QUIN mogą 

natomiast stanowić wynik różnych warunków eksperymentalnych. 

Badając efekt neurotoksyczny QUIN w procesie rozwoju i dojrzewania hipokampa in 

vilro stwierdziliśmy oporność młodych hodowli wobec toksycznego działania EAA. 

Mattson i Kater (1989) wykazali, że subpopulacja 18-dniowego hipokampa płodowego 

szczura w hodowli dysocjowanej osiąga wrażliwość na neurotoksyczne działanie GLU w 

ciągu pierwszego tygodnia in vitro. Campochiaro i Coyle (1978) stwierdzili progresywny 

wzrost toksyczności KA w prążkowiu szczura aż do 21-go dnia po urodzeniu, 

przebiegający równolegle z rozwojem inerwacji glutaminianergicznej. Równocześnie 

wykazano brak neurotoksyczności QUIN u 7-dniowych szczurów in vivo (Foster i wsp. 

1983). Dojrzały mózg szczura wykazywał również większą wrażliwość na uszkodzenia 

niedokrwienne oraz na działanie neurotoksyczne NMDA (Ikonomidou i wsp. 1989). 

Mniejsza wrażliwość niedojrzałych struktur na neurotoksyczność EAA może być 

wynikiem niedojrzałości glutaminianergicznego unerwienia pobudzającego oraz mniejszej 

liczby receptorów błonowych dla GLU ( Zimmer 1978, Choi i wsp. 1987, Slater i wsp. 

1992). Ta niska wrażliwość uwidacznia się, paradoksalnie, pomimo występowania w 

niedojrzałym hipokampie niskiej aktywności enzymów metabolizujących GLU i ASP -

dehydrogenazy glutaminianowej i aminotransferazy asparginianowej (Rothe i wsp,1983a). 

Stwierdzono znaczny wzrost ilości sodowo-niezależnych miejsc wiązania GLU w korze 

mózgu szczura pomiędzy urodzeniem a 50-tym dniem życia (Sanderson, Murphy 1982). 

Hipokamp noworodków uwalnia dość znaczne ilości ASP i GLU, co sugeruje, że 

uwalnianie EAA w warunkach prawidłowych odgrywa rolę w jego rozwoju i strukturalnej 

organizacji (Brewer i wsp. 1989). Brak wrażliwości elementów neuronalnych hipokampa na 

QUIN przed 14 DIV może również wynikać z opóźnionego rozwoju włókien pnących, 

występujących tylko w ograniczonej ilości w niedojrzałym mózgu (Zimmer, Gähwiler 

1984). Natomiast badania McDonald i wsp. (1988) sugerowały, że toksyczność NMDA u 

7-dniowych szczurów jest 21-krotnie większa niż u 3-miesięcznych. Stwierdzono, że w 

hipokampie największa liczba receptorów NMDA występuje w 7-ym dniu życia, a następnie 

w ciągu 13 dni spada do poziomu występującego u dorosłych (Trembley i wsp. 1988). 
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Skrawki hipokampa noworodków szczurzych wykazują odpowiedź elektrofizjologiczną r.a 

podanie agonistów NMDA (Harmon, Heinemann 1988). Obecność funkcjonalnych 

receptorów typu NMDA zostały również udokumentowane przez Insel i wsp. (1990) w 

neuronach hipokampa noworodków szczurzych. Stwierdzono jednak, że presynaptyczra 

część synaps glutaminianergicznych przejawia powoli narastającą dojrzałość dopiero w 

późniejszym okresie postnatalnym. Badania ontogenetyczne receptorów NMDA w 

hipokampie szczura sugerują, że receptory te ujawniają się dość wcześnie (Insel i wsp. 

1990), lecz dopiero po 10-tym dniu życia postnatalnego osiągają pełną dojrzałość 

funkcjonalną (Tremblay i wsp. 1988). Do 9-tego dnia życia postnatalnego niedokrwienie 

mózgu nie wywołuje uwalniania EAA w hipokampie noworodków szczurzych (Chenci i 

wsp. 1991), co tłumaczy większą oporność hipokampa noworodków na stany ischemiczne 

w porównaniu z hipokampem zwierząt dorosłych. 

Prezentowane w obecnej pracy wyniki badań morfologicznych wykazały, że toksyczne 

działanie QUIN i GLU na organotypową hodowlę tkankową uzależnione jest od stopnia 

dojrzałości morfologicznej neuronów i ich połączeń synaptycznych, a więc od dojrzałości 

anatomicznej i funkcjonalnej receptorów NMDA. 

Przeprowadzone przez nas badania ultrastrukturalne wykazały ponadto, że QUIN 

podany w stężeniu subtoksycznym wywołuje zmiany ograniczone do elementów 

postsynaptycznych, należące do obrazu typowych uszkodzeń ekscytotoksycznych 

(Schwarcz i wsp. 1983, Whetsell, Schwarcz 1983, Matyja 1986b). W dysocjowanych 

hodowlach hipokampa eksponowanych na działanie 50 |iM QUIN obserwowaliśmy 

nagromadzenie wakuoli oraz uszkodzenie mitochondriów w obrębie niektórych wypustek 

dendrytycznych. Nie stwierdziliśmy natomiast masywnego obrzmienia dendrytów 

postsynaptycznych oraz nieprawidłowości w obrębie perykarionów komórek 

piramidowych. Ponadto zmiany dendrytyczne były odwracalne i ulegały normalizacji po 

upływie 3 dni od momentu podania neurotoksyny. 

W rozważaniach nad mechanizmem efektu neurotoksycznego QUIN, szeroko 

dyskutowano jego wpływ na aktywację podklasy receptorów NMDA (Stone,Connick 

1985). Można przypuszczać, że niskie stężenie QUIN (50 ^iM), zastosowane w naszych 
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badaniach, było wystarczające jedynie do wywołania krótkotrwałej aktywacji receptorów 

NMDA, prowadzącej do niewielkich i odwracalnych zmian w obrębie dendrytów 

postsynaptycznych (Matyja i wsp. 1993). Stężenie to było jednak zbyt niskie, aby wywołać 

trwałą depolaryzację błony postsynaptycznej i aktywację potencjało-zależnych kanałów 

wapniowych, które zgodnie z proponowanym Ca-zależnym mechanizmem, biorą udział w 

przewlekłym, letalnym uszkodzeniu komórek nerwowych (Faber i wsp. 1981, Choi 1985, 

1987, Choi i wsp. 1987, Takahashi i wsp. 1995). Wydaje się, że efekt subtoksycznych 

stężeń QUIN manifestujący się obrzmieniem i lizą komórek jest raczej następstwem 

zaburzeń równowagi osmotycznej, a nie przedłużoną depolaryzacją i napływem wapnia 

prowadzącym do aktywacji wewnątrzkomórkowych lipaz i proteaz (Griffiths i wsp. 1984, 

Olney i wsp. 1986, Rothman 1985). Yoon (1995) wykazał, że toksyczność wysokich stężeń 

GLU wynika przede wszystkim z nadmiernej przedłużonej aktywacji receptorów 

glutaminianowych, podczas gdy niskie stężenia tego EAA (50 jiM) wywołują jedynie 

nieznaczne zaburzenia w transmisji synaptycznej. 

Przeprowadzona przez nas szczegółowa analiza ultrastrukturalna neurotoksycznego 

działania QUIN i GLU na hodowle organotypowe hipokampa i móżdżku wykazała dwa 

odrębne typy zmian morfolgicznych: ostre obrzmienie komórek nerwowych i dendrytów 

postsynaptycznych oraz późne zwyrodnienia neuronalne, manifestujące się kondensacją 

cytoplazmy komórek nerwowych z towarzyszącą destrukcją organelli komórkowych. 

Pierwsze morfologiczne wykładniki obrzmienia cytoplazmy komórek nerwowych i 

wypustek dendrytycznych obserwowano już po 2 godzinach od momentu podania QUIN. 

W hodowlach kory nowej oraz w hodowlach korowo-prążkowiowych, eksponowanych na 

podobne stężenia QUIN, wyraźne zmiany postsynaptyczne stwierdzano dopiero po 12-

godzinnej ekspozycji (Whetsell, Schwarcz 1983). Większe nasilenie uszkodzeń 

neuronalnych hipokampa, stwierdzane przez nas we wczesnym okresie obserwacji, 

dokumentuje szczególną wrażliwość tej struktury na neurotoksyczne działanie EAA. 

Badania zależności efektu toksycznego QUIN od wysokości jego stężenia wykazały, że 

do ujawnienia tego efektu przy krótkotrwałej ekspozycji wymagane jest wyższe stężenie 

QUIN, niż w przypadku długotrwałej, kilku-dniowej ekspozycji (Whetsell, Schwarcz 1989, 
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Kida, Matyja 1990). Wyniki te potwierdzają domniemaną rolę QUIN w chorobach 

zwyrodnieniowych, w których można spodziewać się przewlekłej ekspozycji na niskie 

stężenia EAA (Schwarcz i wsp. 1984, Greenamyre 1986, Choi 1988a, Engelson i wsp. 

1990, Taylor 1991, Fedele, Foster 1993). 

Ostre obrzmienie perykarionów komórek nerwowych i dendrytów postsynaptycznych, 

rozwijające się gwałtownie w ciągu kilku godzin po podaniu EAA, przypisywane jest 

aktywacji receptorów glutaminianowych typu NMDA. Dowodem na to, że receptory 

NMDA biorą udział w patogenezie śmierci neuronów, jest zahamowanie neurotoksyczności 

GLU za pomocą związków blokujących te receptory w badaniach in vitro (Choi i wsp. 

1988) oraz w stanach ischemicznych i hipoglikemicznych in vivo (Simon i wsp.l984a, 

Wieloch 1985, Gili i wsp. 1988, Foster i wsp. 1989). Konsekwencją depolaryzacji błony 

komórkowej są zaburzenia homeostazy jonowej i nadmierny napływ jonów Na', CI" i wody, 

prowadzący do osmotycznej lizy komórki (Rothman 1985, Olney i wsp. 1986). Powyższy 

patomechanizm nie może być jednak odpowiedzialny za powolną degenerację i śmierć 

komórek nerwowych. 

Ekscytotoksyczne zwyrodnienie komórek nerwowych nie jest zjawiskiem 

natychmiastowym i może ujawnić się dopiero po wielu godzinach po podaniu agonistów 

receptorów NMDA, co udokumentowano w badaniach in vitro (Hartley, Choi 1989, 

Rothman i wsp. 1987). Jak wspomniano we wstępie, mechanizm tego „opóźnionego" 

zwyrodnienia neuronów nie jest do końca wyjaśniony. Wśród różnych hipotez sugerowano 

m. in. zmiany w pozakomórkowym stężeniu aminokwasów, stwierdzane przez kilka godzin 

po injekcji QUIN do prążkowia szczura (Fedele, Foster 1993). Według „wapniowej" 

koncepcji ekscytotoksyczności, przedłużona stymulacja receptorów NMDA otwiera 

kanały z dużą przepuszczalnością dla jonów Ca2+, co prowadzi do napływu jonów wapnia 

do komórki i zaburzeń w jego wewnątrzkomórkowej homeostazie (Choi 1987, Choi i wsp. 

1988, Campbell, Abdulla 1995, Takahashi i wsp. 1995). Używając metody autoradiografn 

wykazano nagromadzenie wapnia w polu CA1 hipokampa po całkowitym niedokrwieniu 

mózgu u gerbila (Araki i wsp. 1991) oraz po domózgowym podaniu KA u szczura (Van 

den Berg, Gramsbergen 1993). Depolaryzacja błony komórkowej neuronów per se również 
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może zwiększać napływ jonów Ca2+ przez kanały potencjało-zależne (Miller 1987, 1992). 

Obrzmiałe komórki nerwowe mogą dodatkowo akumulować wapń poprzez przeciek 

transbłonowy. GLU może wreszcie bezpośrednio stymulować receptory metabotropowe 

(Berride, Irvine 1989, Schoepp, Conn 1993). 

Za przewlekłą neurotoksyczność EAA byłby więc odpowiedzialny wapniowo-zależny 

patomechanizm zwyrodnienia neuronów. Badania skrawków móżdżku szczura potwierdziły 

rolę wejścia wapnia do komórki w patogenezie uszkodzeń mózgu wywołanych przez 

NMDA (Garthwaite, Garthwaite 1986). Badanie te wykazały, że usunięcie wapnia z buforu 

pozakomórkowego podczas ekspozycji na EAA, chroni neurony przed letalnym 

uszkodzeniem, nie hamuje natomiast ich ostrego obrzmienia. Mimo, że w pewnych 

warunkach przewlekłe obrzmienie może powodować nieodwracalne uszkodzenie 

neuronów nawet przy braku pozakomórkowego wapnia, wejście jonów wapnia do wnętrza 

komórki stanowi niewątpliwie najbardziej istotny czynnik w patomechanizmie 

neurotoksyczności EAA (Simon i wsp. 1984b, Choi 1985, Garthwaite, Garthwaite 1986, 

Ogura i wsp. 1988, Manev i wsp. 1989). 

Wyniki naszych badań ultrastrukturalnych potwierdzają więc hipotezę, że w procesie 

ekscytotoksyczności EAA biorą udział co najmniej dwa odrębne mechanizmy; ostra 

neurotoksyczność związana z wapniowo-niezależnym napływem jonów Na+ i Cl" 

prowadzącym do osmotycznej lizy komórki oraz opóźnione, powolne zwyrodnienie 

neuronów, zależne od napływu wapnia z przestrzeni pozakomórkowej do wnętrza 

komórek nerwowych. 

Przedmiotem naszych kolejnych badań była analiza, czy w dojrzałych hodowlach 

zastosowanie niskich subtoksycznych stężeń GLU i QUIN wywołuje zmiany 

ultrastrukturalne w obrębie elementów cytoskeletonu oraz zmiany ekspresji białka tau-l. 

Istnieją sprzeczne dane dotyczące dokładnej lokalizacji białka tau w normalnej tkance 

mózgu. Powszechnie przyjmuje się, że jest to białko aksonalne (Binder i wsp. 1985, Brion i 

wsp. 1988), jednak opisywano jego immunoreaktywność w ciałach komórek nerwowych 

oraz poza neuronami np. w oligodendrocytach w mózgu szczura (Migheli i wsp. 1988). 

Niektóre doniesienia dowodzą ekspresji białka tau w przedziale somatyczno-dendrytycznym 
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oraz w niektórych komórkach astroglejowych (Papasozomenos, Binder 1987). Nileż/ 

podkreślić, że ekspresja epitopów tau zależy od użytej techniki utrwalania tkank. V/ 

optymalnie dobranych warunkach obecność tego białka można stwierdzić w obębie 

większości wypustek aksonalnych (Trojanowski i wsp. 1989). Hybrydyzacja in sita 

wykazała, że białko tau w mózgu ludzkim zlokalizowane jest przede wszystkin w 

neuronach i syntetyzowane w miejscach oddalonych od aksonów, nie można jelna< 

wykluczyć możliwości syntezy tau w dendrytach (Kosik i wsp. 1989). Rozbieżiości 

dotyczące lokalizacji tau zaznaczone były również w badaniach in vitro. W dysocjovanej 

hodowli kory mózgu szczura obecność białka tau stwierdzano jedynie w obrębie aksoiów i 

elementów astroglejowych (Kosik, Finch 1987). Słabą ekspresję białka tau ujawnono 

również w młodych (5-7DIV) hodowlach dysocjowanych hipokampa, w kttrych 

szczególnie silnym odczynem odznaczały się perykariony komórek nerwowych, lieco 

słabszym aksony i dendryty, natomiast komórki glejowe nie wykazywały żidnej 

immunoreaktywności (Mattson 1990). 

Podobny obraz neuronalnej ekspresji białka tau stwierdzaliśmy w naszych badania;h w 

hodowli organotypowej hipokampa. Białko tau ujawniło się także w wypuskach 

dendrytycznych, prawdopodobnie biorących udział w jego syntezie (Kosik i wsp. 1>89). 

Niektóre komórki glejowe, morfologicznie odpowiadające astrocytom, były jednak róvnicż 

/aw-immunoreaktywne. W zastosowanym przez nas modelu hodowli organotypwej 

zachowana była podstawowa cytoarchitektonika hipokampa z dobrze zorganizow;nym 

neuropilem, zawierającym liczne zakończenia synaptyczne, co różniło go znaczne od 

wspomnianych poprzednio modeli hodowli tkankowych. Nasze badania wykazały, że ylko 

część neuronów piramidowych hipokampa /// vitro wykazuje immunoreaktywność liałka 

tau zarówno w warunkach standardowych, jak i po stymulacji GLU. Mattson (990) 

uzyskał podobne rozmieszczenie tarw-pozytywnych neuronów w badaniach na hodovlach 

dysocjowanych hipokampa. Autor sugerował, że immunoreaktywność tau ujawna się 

jedynie w neuronach wrażliwych na działanie toksyczne GLU. Na podsawie 

przeprowadzonej przez nas analizy rozmieszczenia tarw-pozytywnych neuronów w holowli 

można przypuszczać, że znakowanie za pomocą użytego przeciwciała anti-Zcr//- nie 

ogranicza się do takich neuronów. 

126 http://rcin.org.pl



Uzyskane przez nas wyniki mogą wskazywać, że u podstaw wzrostu ekspresji białka tau 

leży aktywacja receptorów NMDA. W obrazach mikroskopowo-elektronowych hodowli 

poddanych 6-dniowej ekspozycji na działanie GLU stwierdzano miejscowe nagromadzenie 

neurofilamentów w perykarionach komórek nerwowych. Podobne zmiany cytoskeletonu 

obserwowano jedynie w pojedynczych neuronach hodowli kontrolnych, co sugeruje 

istnienie związku przyczynowego pomiędzy tworzeniem się neurofilamentów a działaniem 

GLU. Uwiarygodnienie tej tezy wymagałoby jednak przeprowadzenia badań poziomu 

indukcji białka tau w obecności swoistych blokerów receptorów NMDA. 

Zainteresowanie białkiem tau wzrosło wskutek odkrycia, że białko to w 

zmodyfikowanej, ufosforylowanej formie tworzy główny komponent parzyście skręconych 

filamentów (PHF) w chorobie Alzheimera (Grundke-Iqbal i wsp. 1986, Nieto i wsp. 1990). 

Wyniki naszych badań nie wykazały jednak morfologicznego podobieństwa filamentów 

nagromadzonych w cytoplazmie komórek nerwowych hipokampa do parzyście skręconych 

filamentów, charakterystycznych dla zwyrodnienia nerwowowłókienkowego typu 

Alzheimera (Wiśniewski, Wen 1985). Stwierdzono ponadto brak korelacji pomiędzy 

występowaniem tych filamentów w perykarionach komórek nerwowych a rozmieszczeniem 

białka lau w obrębie całego przedziału neuronalnego, ze szczególnie silnie wyrażoną jego 

ekspresją w aksonach. 

Znaczenie i mechanizm tworzenia wewnątrzkomórkowych neurofilamentów po podaniu 

subtoksycznych stężeń GLU nie jest jasny. W badaniach mikroskopowo-elektronowych nie 

znaleziono zmian, które mogłyby być związane ze wzrostem ekspresji białka tau 

obserwowanym w mikroskopie świetlnym po eksytotoksycznym działaniu GLU. Wyniki 

badań sugerują że wzrost immunoreaktywności tau nie musi odzwierciedlać 

nieprawidłowości ultrastrukturalnych w obrębie komórek nerwowych. Interesującą 

obserwacją było stwierdzenie, że w hodowli poddanej przedłużonej ekspozycji na działanie 

GLU aksony, poza wzmożoną immunoreaktywnością tau, wykazywały zwiększenie swojej 

długości i stawały się widoczne w odległej strefie wzrostu. 

Przyjmuje się, że receptory NMDA biorą udział w rozwoju neuronów i plastyczności 

synaptycznej. Receptory te mogą być zaangażowane w indukcję niektórych białek, 
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mających znaczenie w procesach fizjologicznego wzrostu komórek i ich różnicowania 

(Uemura i wsp. 1991). Na tej podstawie można sugerować, że przedłużona aktywacja 

receptorów NMDA za pomocą subtoksycznych stężeń GLU odgrywa rolę we wzroście 

ekspresji białka tau nie tylko poprzez modyfikację antygenowości istniejących białek, lecz 

również poprzez wpływ na ich syntezę. 

Nasze badania ultrastrukturalne dotyczące modulacji neurotoksycznego działania EAA 

wykazały wyraźne zmniejszenie efektu neurotoksycznego QUIN w hodowli organotypowcj 

hipokampa w obecności antagonistów wapnia. Po podaniu blokerów kanałów wapniowych 

zmiany morfologiczne w cytoplazmie komórek nerwowych były mniej nasilone i nie 

narastały w czasie (Matyja, Kida 199la, 1993). 

Efekt ochronny obu badanych blokerów kanałów wapniowych: nimodipiny i 

verapamilu, wobec ekscytotoksycznego działania QUIN, był szczególnie silnie wyrażony w 

późniejszym okresie obserwacji (po 3 i 7 dniach ekspozycji). Porównując efekt 

neuroprotekcyjny obu badanych antagonistów wapnia wydaje się, że verapamil wykazywał 

silniejszy wpływ hamujący na rozwój zmian patologicznych w porównaniu z nimodipiną w 

tym samym stężeniu. W badaniach nad tłumieniem aktywności padaczkorodnej za pomocą 

organicznych blokerów wapnia, do których należy verapamil (Waiden i wsp. 1985, Shelton i 

wsp. 1987), sugerowano jego niespecyficzny efekt błonowy, hamujący zarówno przepływ 

jonów wapnia, jak i sodu (Vezzani i wsp. 1988, Shelton i wsp. 1987, Aicardi, 

Schwartzkroin 1990). Wykazano również, że zablokowanie za pomocą verapamilu 

postsynaptycznych kanałów wapniowych redukuje hiperpolaryzację komórek 

piramidowych sektora CA 1 hipokampa szczura in vitro i redukuje postsynaptyczny napływ 

wapnia (Jones, Heinemann 1987, 1988). Związki 1,4-dihydropirydynowe wykazują silny 

efekt hamujący napływ jonów wapnia do pierwotnych hodowli komórek ziarnistych 

móżdżku szczura po depolaryzacji błony komórkowej (Carboni i wsp. 1985). 

Blokery kanałów wapniowych hamują napływ wapnia przez kanały wapniowe 

potencjało- lub receptorowo-zależne (Bellemann i wsp. 1983, Nowycky i wsp. 1985, 

Morad 1990). Istnieją jednak rozbieżne dowody dotyczące zdolności blokowania 

potencjało-zależnych kanałów wapniowych przez związki dihydropirydynowe (Danieli i 
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wsp. 1983, Turner, Goldin 1985). Wyniki Barnett i wsp. (1986) nie potwierdziły silnego 

efektu protekcyjnego nimodipiny w niedokrwieniu. Istnieje kilka przyczyn, z powodu 

których nimodipina i inne 1,4-dihydropirydyny nie wykazują pełnego efektu 

cytoprotekcyjnego. Kontrowersje dotyczące skuteczności stosowanych blokerów kanałów 

wapniowych mogą wynikać z postulowanej obecności dihydropirydyno-wrażliwych i 

niewrażliwych kanałów wapniowych (Miller 1987). Według tej koncepcji w każdym typie 

neuronów może istnieć komponent potencjało-zależnych kanałów, który nie zostaje 

zablokowany przez związki dihydropirydynowe. 

W rozważaniach nad wapniowym mechanizmem ekscytotoksyczności istotna wydaje się 

droga napływu jonów Ca2+ do komórki. Wejście jonów wapnia przez kanały potencjało-

zależne, otwierane wskutek depolaryzacji błony komórkowej zostało udokumentowane na 

skrawkach móżdżku szczura in situ (Garthwaite, Garthwaite 1986) i hodowlach kory 

mózgu in vitro (Choi 1987, Rothman i wsp. 1987). Wywołana przez QUIN depolaryzacja 

błony komórkowej otwiera potencjało-zależne kanały wapniowe i modyfikuje 

wewnątrzkomórkowe stężenie wapnia ( MacDermott i wsp. 1986, Mody, Heinemann 1986, 

Tsien i wsp. 1988, Moran i wsp. 1991, Zegarra-Moran, Moran 1993). Prawdopodobnie nie 

jest to główna droga nadmiernego napływu wapnia do komórki. Dużo bardziej znaczący 

wydaje się napływ wapnia przez kanały otwierane bezpośrednio przez EAA (Bicker, 

Hansen 1994). Udowodniono, że nawet przy braku zmian depolaryzacyjnych błony 

komórkowej, kanały aktywowane przez NMDA pozwalają na wejście jonów Ca2+ i Na+ do 

komórki (MacDermott i wsp. 1986). Jony wapnia wchodzą więc do komórki przez kanały 

potencjało-zależne (typu L,T lub N) lub przez kanały wapniowe otwierane receptorowo 

(MacDermott i wsp. 1986, Yaari i wsp. 1987, Kostyuk 1989, Ozawa i wsp. 1989, Morad 

1990, Cline, Tsien 1991, Miller 1992). Organiczne blokery kanałów wapniowych, do 

których należy nimodipina prawdopodobnie reagują swoiście z potencjało-zależnymi 

kanałami wapniowymi typu L (Miller 1987, Magnoni i wsp. 1988), których duża liczba 

znajduje się w polu dendrytycznym komórek piramidowych sektora CA 1 hipokampa 

(Westenbroek i wsp. 1990, Siklos, Kuhnt 1994). 
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Zastosowanie cytochemicznej metody pyroantymonowej do mikroskopu elektronowego 

pozwoliło nam na wizualizację gromadzenia wapnia, dokumentując różnice w jego 

wewnątrzkomórkowej lokalizacji po podaniu QUIN oraz po podaniu QUIN łącznie z 

nimodipiną - blokerem kanałów wapniowych. Swoistość tej techniki została 

udokumentowana w badaniach Griffiths i wsp. (1983) poprzez wykazanie braku 

depozytów pyroantymonianu wapnia w skrawkach traktowanych związkiem chelatującym 

wapń lub mikrodializą rentgenowską. 

Przedstawione przez nas badania ultrustrukturalne uwidoczniły wyraźną akumulację 

złogów wapnia w mitochondriach wyrodniejących neuronów piramidowych po podaniu 

QUIN. Masywne nagromadzenie wapnia w mitochondriach uszkodzonych komórek 

piramidowych hipokampa opisywano w różnych doświadczeniach in vivo, m. innymi po 

napadach padaczkowych u szczura (Griffiths i wsp. 1983) oraz podczas stanów 

ischemicznych (Meldrum 1985, Simon i wsp,1984b, Lipton, Lobner 1990). Mitochondria 

stanowią główne źródło wewnątrzkomórkowego wapnia w warunkach fizjologicznych 

(Kostyuk, Verkhratsky 1994) oraz magazynynują wapń w warunkach wzrostu jego stężenia 

cytoplazmatycznego (Kostyuk 1989, Tatsumi, Katayama 1993). Sugerowano, że 

przeładowanie mitochondriów wapniem, wywołujące ich zmiany strukturalne i wtórną 

niedomogę energetyczną komórki, stanowi jeden z głównych mechanizmów prowadzących 

do śmierci neuronów (Cheide i wsp. 1991, Beal i wsp. 1993, Mitani i wsp. 1994). 

Udokumentowano, że w warunkach wewnątrzkomórkowych zaburzeń energetycznych 

powstają zmiany w strukturze białek cytoskeletonu (Stokes i wsp. 1989). Zależność 

toksyczności GLU od stanu energetycznego komórki wykazano w hodowli komórek 

ziarnistych móżdżku szczura (Cox i wsp. 1989). Wzrost toksyczności GLU przy obniżeniu 

stanu energetycznego komórki potwierdzono również w neuronach hipokampa szczura in 

vitro (Kohmura i wsp. 1990). Podobnie obrzmiałe mitochondria zawierające złogi wapnia 

opisywano w neuronach hipokampa szczura po wywołanych farmakologicznie napadach 

padaczkowych (Griffiths i wsp. 1983). Spadek komórkowego metabolizmu energetycznego 

obniża aktywność pomp jonowych biorących udział w utrzymaniu stałego potencjału 

błonowego. Podwyższony poziom cytoplazmatycznego wapnia w stanach niedokrwiennych 

mózgu wywołuje niedomogę funkcjonalną mitochondriów i prowadzi do zaburzeń w 
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syntezie ATP oraz wywołuje aktywację wapniowo-zależnych ATPaz i fosfolipaz z masywną 

nadprodukcją wolnych kwasów tłuszczowych i dezintegracją elementów cytoskeletonu 

(Wieloch, Siesjö 1982, Siesjö, Bengtsson 1989). Zaburzenia metabolizmu energetycznego 

mitochondriów mogą więc stanowić podstawę zwyrodnienia neuronów (Beal i wsp. 1993, 

Nicklas i wsp. 1992, Dubinsky 1993, Siklos, Kuhnt 1994). Poza tym magazynowanie 

precypitatów wapnia w macierzy mitochondrialnej prowadzi nie tylko do dysfunkcji 

mitochondriów, lecz również do dalszego niekontrolowanego wzrostu stężenia 

cytoplazmatycznego wapnia (Schanne i wsp. 1979, Färber 1981). 

Zjawiska wewnątrzkomórkowe następujące po napływie wapnia do komórek 

nerwowych i prowadzące do ich nieodwracalnego uszkodzenia, pozostają jednak nadal nie 

do końca wyjaśnione. W rozważaniach uwzględnia się aktywację innych Ca-zależnych 

enzymów oraz generowanie wolnych rodników (Siesjö 1989, Pellegrini-Giampetro i wsp. 

1990). Jednym z takich enzymów, aktywowanych przez NMDA w pierwotnych hodowlach 

kory mózgu oraz hodowlach komórek ziarnistych móżdżku, jest Ca-kalmodulino-zależna 

syntaza tlenku azotu (Dawson i wsp. 1991, Kiedrowski i wsp. 1992). Aktywacja receptorów 

NMDA w skrawkach hipokampa szczura łączy się z powstawaniem toksycznego tlenku 

azotu (Izumi i wsp. 1992). W badaniach na hodowlach kory nowej nie potwierdzono 

jednak związku pomiędzy neurotoksycznością GLU i syntetazą tlenku azotu (Regan i wsp. 

1993). Prawdopodobnie napływ wapnia po podaniu EAA w tych warunkach inicjuje inny 

mechanizm, niezależny od toksyczności tlenku azotu. 

Nasze badania udowodniły, że QUIN wywołuje nadmierny napływ wapnia przede 

wszystkim do neuronów piramidowych, wykazujących zaawansowane uszkodzenia 

cytotoksyczne. Nadmierna akumulacja wapnia w mitochondriach, prowadząca do 

postępującej mikrowakuolizacji cytoplazmy komórkowej, występowała już po upływie 24 

godzin po podaniu QUIN i wyprzedzała masywne uszkodzenia neuronalne widoczne po 

3- i 7-dniowej ekspozycji. Należy jednak wziąć pod uwagę sugestie, że wzrost 

wewnątrzkomórkowego wapnia, stwierdzany w ciągu kilku pierwszych minut po podaniu 

GLU lub NMDA, stanowi jedynie wynik mobilizacji wewnątrzkomórkowych zapasów 
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wapnia. Dowodem na to jest wzrost stężenia cytoplazmatycznego wapnia uzyskivany 

również po jego usunięciu ze środowiska pozakomórkowego (Kim-Lee i wsp.1993). 

Niezależnie od źródła nagromadzonego wapnia, stopniowy wzrost jego stę;enia 

wewnątrzkomórkowego prowadzi do postępującej niedomogi mitochondrial^! i 

nieodwracalnego zwyrodnienia komórek nerwowych. Wiadomo, że poszczególne neirony 

różnią się gęstością kanałów wapniowych, co może tłumaczyć różnice w tolenncji 

poszczególnych typów neuronów na zmiany w stężeniu pozakomórkowego w.pnia 

(Lipton, Lobner 1990, Regehr, Tank 1992, Kostyuk, Verkhratsky 1994). 

Wyniki naszych badań dowodzą że nimodipina zapobiega nadmiernej akumilacji 

wapnia w obrębie mitochondriów i potwierdzają koncepcję, że jej działanie protekcyjni jest 

związane z wybiórczym hamowaniem napływu wapnia do komórek piramidovych, 

wrażliwych na działanie QUIN. 

Przeprowadzone przez nas badania wykazały obecność złogów wapnia w astngleju 

zarówno w hodowlach eksponowanych na działanie QUIN, jak i w hodovlach 

zabezpieczanych przed jego wpływem neurototoksycznym za pomocą nimodpiny. 

Sugeruje to, że nimodipina nie jest w stanie ochronić komórek glejowych hipokampa )rzed 

napływem jonów wapnia. Jest to spostrzeżenie dość nieoczekiwane, albowien w 

pierwotnych hodowlach astrocytów kory nowej wykazywano obecność patenjało-

wrażliwych kanałów wapniowych (Barres i wsp. 1990). 

W przeprowadzonych przez nas obserwacjach reakcji astrogleju w hodovlach 

poddanych działaniu wybranych EAA stwierdziliśmy wcześnie występujące obrznienie 

cytoplazmy komórek glejowych i ich wypustek, a następnie pomnożenie konórek 

glejowych i produkcję gliofilamentów oraz wzrost zdolności fagocytarnej gleju. 

Obserwowane w naszych badaniach in vitro obrzmienie cytoplazmy komorkovej i 

wypustek astrocytów może być związane z bezpośrednią depolaryzacją błony komorowej 

przez EAA, która otwierając kanały jonowe prowadzi do napływu wody i obrznienia 

komórki (Sontheimer i wsp. 1988). Według Finkbeiner i wsp. (1989) kanały zawale w 

obrębie połączeń ścisłych między komórkami glejowymi mogą dodatkowo przyczynać się 
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do zwiększenia napływu wapnia do wnętrza tych komórek. W celu określenia wrażliwości 

neuronalnej na GLU stosowano modele hodowli korowej z zahamowaną proliferacją gleju. 

Stwierdzono, że neurony w takich hodowlach są sto razy bardziej wrażliwe na toksyczne 

działanie GLU, co dowodzi zależności pomiędzy neurotoksycznością tego EAA a funkcją 

astrocytów (Rosenberg, Aizenman 1989). 

Przyczyna obrzmienia astrocytów w tych warunkach, podobnie jak w szeregu różnych 

procesów patologicznych, nie jest jasna. Obrzmienie cytoplazmy astrocytów może być 

wynikiem otwarcia kanałów jonowych, powodującego napływ wody do komórki wraz z 

różnymi osmolitami (Kimelberg, O'Connor 1988, Koyama i wsp. 1991, Hansson i wsp. 

1994). Badania in vitro sugerują, że obrzmiałe astrocyty uwalniają GLU i ASP do 

przestrzeni pozakomórkowych (Kimelberg i wsp. 1990). To samo może dotyczyć 

endogennego QUIN, syntetyzowanego w astrocytach (Whetsell i wsp. 1988); w ten sposób 

związek ten mógłby współuczestniczyć w ekscytotoksycznych uszkodzeniach 

neuronalnych. Z drugiej strony astrocyty osłaniają wypustki neuronalne, w tym również 

dendryty i zabezpieczają je przed nadmiernym napływem jonów wapnia, wywołanym 

długotrwałą stymulacją receptorów NMDA (Connors i wsp. 1988). W warunkach 

obrzmienia astrocytów i ta ich funkcja byłaby upośledzona. W hodowlach organotypowych 

obecność licznej populacji astrocytów może mieć znaczący wpływ na wysokość stężenia 

GLU, niezbędnego do wywołania reakcji neurotoksycznej (Rosenberg, Aizenman 1989, 

Rosenberg 1991). 

Reakcję gleju, polegającą na nadmiernym gromadzeniu gliofilamentów w cytoplazmie i 

wypustkach komórek glejowych, wykazano we wcześniejszych, także własnych badaniach, 

nad wpływem EAA na OUN (Renkawek i wsp. 1982, Björklund i wsp. 1986, Matyja 

1986a). Astrocyty aktywnie uczestniczą w metabolizmie QUIN w mózgu, ponieważ 

zawierają zarówno jego enzym syntetyzujący, jak i enzymy rozkładające (Köhler i wsp. 

1988). Podczas ekscytotoksycznego uszkodzenia komórek nerwowych hipokampa szczura 

obserwowano rozplem astrocytów oraz znaczący wzrost aktywności enzymów 

syntetyzujących QUIN, co może prowadzić do postępującego wzrostu stężenia 

endogennego QUIN do wartości nasilających proces przewlekłego zwyrodnienia 
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neuronów (Roberts i wsp. 1995). QUIN wywołuje zarówno odwracalną, jak i trwałą 

glejozę po eksperymentalnym podaniu do prążkowia szczura (Björklund i wsp. 1986) i może 

przyczyniać się do przerostu astrocytów zarówno w przebiegu różnych chorób 

zwyrodnieniowych, jak i fizjologicznego procesu starzenia. 

Jak wspomniano we wstępie, astrocyty odgrywają doniosłą rolę w regulacji homeostazy 

EAA w mózgu. Poza wielokrotnie omawianymi w niniejszej pracy układami 

transportowymi, wskazuje na to obecność na błonach komórkowych astrocytów 

receptorów dla GLU, których aktywacja powoduje napływ jonów wapnia do komórek 

glejowych (Pearce i wsp. 1986, Glaum i wsp. 1990, Barres 1991, Fan i wsp. 1992). 

Uchihori i Puro (1993) wykazali, że aktywacja astrocytarnych receptorów NMDA za 

pomocą GLU, stymuluje rozplem komórek glejowych siatkówki /// vitro, który ulega 

zahamowaniu przy podaniu antagonistów receptorów NMDA. Udokumentowano obecność 

receptorów NMDA w komórkach gleju Bergmanna móżdżku (Pratt i wsp. 1992) i 

komórkach glejowych hipokampa in vitro (Fan i wsp. 1992). Jednak w badanych hodowlach 

komórek glejowych gryzoni i ptaków nie stwierdzono obecności czynnych receptorów 

NMDA (Barres i wsp. 1990, Bevan 1990, Von Blankenfeld, Kettenmann 1992). Nie 

ustalono, czy rozbieżności te odzwierciedlają różnice gatunkowe, różnice w stopniu 

dojrzałości osobniczej, odrębności regionalne OUN, różnice zależne od typu komórek 

glejowych, czy też odmienne warunki prowadzenia hodowli tkankowej. 

Astrocyty w OUN nie mogą być uważane tylko za miejsce wychwytu zwrotnego EAA 

uwalnianego z sąsiadujących neuronów, lecz stanowią bezpośredni cel dla tych 

neurotransmiterów (Yu i wsp. 1986, Gummings i wsp. 1988). GLU wywołuje liczne 

elektrofizjologiczne i biochemiczne odpowiedzi w kodowanych astrocytach mózgu szczura 

m.in. wywołuje depolaryzację ich błon komórkowych (Bowman, Kimelberg 1984, 

Kettenmann i wsp. 1984) oraz aktywuje bezpośrednio kanały jonowe tych komórek 

(Usowicz i wsp. 1989). Tak więc astrocyty biorą udział nie tylko w procesie wychwytu 

EAA, lecz są również zdolne do aktywnej transdukcji sygnałów wywołanej przepływem 

jonów przez kanały błonowe. Bowman i Kimelberg (1984) wykazali, że EAA wywołują 

bezpośrednią depolaryzację błon komórkowych astrocytów in vitro. 
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Interesujące jest spostrzeżenie, że nadmiar wewnątrzkomórkowego wapnia toksyczny 

dla neuronów nie wykazuje podobnej toksyczności w stosunku do astrocytów (Choi i wsp. 

1987), co sugeruje, że astrocyty posiadają inny lub bardziej wydajny układ buforowania 

wapnia, zabezpieczający je przed trwałym wzrostem stężenia jonów Ca2" w cytoplazmie. 

Stwierdzono, że napływ jonów Ca2+ do komórek glejowych i neuronów odbywa się przez 

farmakologicznie różne receptory glutaminianowe (Hochstrate, Schule 1994). Również w 

hodowli tkankowej astrocyty wykazują obecność funkcjonalnych receptorów dla EAA 

(Murphy, Pearce 1987, Backus i wsp. 1989). 

Obniżenie zdolności astrocytów do wychwytu zwrotnego GLU w różnych stanach 

patologicznych, takich jak np. hipoksja, hipoglikemia, zatrucie metaboliczne czy proces 

starzenia, prowadzi do obniżenia progu neurotoksyczności dla glutaminianu. Analiza 

rozmieszczenia receptorów EAA i układów transportowych GLU sugeruje, że rejony 

mózgu z wysokim wskaźnikiem miejsc receptorowych w stosunku do układu 

transportowego mogą być bardziej wrażliwe na uszkodzenia ekscytotoksyczne (Anderson i 

wsp. 1990). Wzrost zdolności transportowych GLU w astrogleju może stanowić reakcję 

kompensacyjną, ochraniającą neurony przed efektami ekscytotoksycznymi (Anderson i 

wsp. 1991). W warunkach organotypowej hodowli tkankowej populacja glejowa umożliwia 

dłuższe przeżycie komórek nerwowych poprzez udział w regulacji poziomu neurotoksyn 

(Mattson, Rychlik 1990, Rosenberg 1991). 

Badania wpływu ZnCh, podjęte wobec rozbieżnych doniesień sugerujących zarówno 

cytoprotekcyjne właściwości jonów Zn2+, jak i ich działanie neurotoksyczne, wykazały 

niekorzystny, toksyczny wpływ cynku na elementy neuronalne hipokampa. 

Obserwowane zmiany morfologiczne różniły się od uszkodzeń strukturalnych 

demonstrowanych w niektórych badaniach eksperymentalnych. I tak np. w komórkach 

piramidowych hipokampa in vitro nie obserwowano gromadzenia struktur tubularnych, 

opisywanych wcześniej w perykarionach komórek nerwowych w hodowli zwojów 

grzbietowych poddanych 6-48-godzinnej ekspozycji na działanie ImM siarczanu cynku 

(Gaskin i wsp. 1978). Powyższe rozbieżności mogą wynikać z różnic w zastosowanym 

stężeniu jonów cynku oraz z odmiennej wrażliwości regionalnej na działanie cynku. Zakręt 
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zębaty hipokampa stanowi strukturę OUN zawierającą najwyższe stężenie :yntu 

(Donaldson i wsp. 1973, Slomianka 1992), co może potęgować toksyczny wpływ nski;h 

stężeń podanego egzogennie ZnCh. W hodowlach dysocjowanych kory nie stwierlzano 

efektu cytotoksycznego po 24-godzinnej ekspozycji na 100 stężenie ZnCh (Yok<yana 

i wsp. 1986). W tym samym modelu hodowli tkankowej, różne stężenia ZnCh (100 J.M do 

1 mM), wywoływały jedynie krótkotrwałą hiperpolaryzację bez utrwalonych :miin 

potencjałów błonowych i przewodnictwa (Peters i wsp. 1987). 

Badania Kress i wsp. (1981) in vitro wykazały niewielki wpływ jonów cyniu la 

elementy cytoskeletonu komórek nerwowych, takie jak neurotubule i neurofilamenty przy 

jednoczesnym ujawnieniu nieprawidłowości mitochondrialnych w obrębie wyjustek 

aksonalnych i dendrytycznych. Wspomnieni autorzy na podstawie swoich wcześnieszych 

badań, przeprowadzonych na hodowlach hipokampa myszy, sugerowali wększą 

wrażliwość dendrytów na działanie cynku w porównaniu z wypustkami aksonalnyni. Ich 

obserwacja jest zgodna z wynikami naszych badań, dokumentujących uszkoizenie 

dendrytów przy względnym „zaoszczędzeniu" aksonów (Kida, Matyja 1989). Zniany 

dendrytyczne z towarzyszącą wakuolizacją perykarionów komórek nerwowych w pevnym 

stopniu imitują wzór uszkodzeń ekscytotoksycznych opisywanych po podaniu ranych 

EAA ( Schwarcz i wsp. 1983, Rothman, Olney 1987, Whetsell, Schwarcz 983). 

Obrzmienie elementów neuronalnych może odzwierciedlać udział toksycznego dzałania 

EAA, uwalnianych z uszkodzonych zakończeń neuronalnych. 

Efekt neurotoksyczny EAA związany jest z ich oddziaływaniem na specyficzne niejsca 

receptorowe (Stone, Perkins 1981). W tym aspekcie interesujący jest fakt obserwovanej 

aktywacji komórek nerwowych kory mózgu szczura pod wpływem cynku (Wright 984). 

Badania mikroskopowo-elektronowe Ibata i Otsuki (1969) wykazały obecność cyiku w 

pęcherzykach synaptycznych kolbek aksonalnych włókien pnących w hipokampie sz:zura. 

Ponadto cynk, który w normalnych warunkach uwalniany jest do przestrzeni synapt cznej 

podczas aktywacji komórek ziarnistych, wyrzucany w nadmiarze podczas intensyvnego 

pobudzenia neuronalnego może współuczestniczyć w toksycznym uszkodzeniu kcnórki 

(Assaf, Chung 1984). 
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Wyniki naszych badań sugerują, że nawet niskie stężenie ZnCh może okazać się 

wystarczające do wywołania nieprawidłowości ultrastrukturalnych prawdopodobnie 

poprzez modyfikację toksyczności endogennego GLU uwalnianego z komórek nerwowych. 

Patomechanizm zmian powstających po podaniu ZnCh wydaje się dość skomplikowany, 

zwłaszcza wobec niewyjaśnionej roli endogennego cynku w procesie neurotransmisji i/lub 

neuromodulacji. Cynk może potęgować działanie endogennego GLU poprzez hamowanie 

jego wychwytu zwrotnego w skrawkach mózgu (Balcar i wsp. 1977) oraz uważany jest za 

endogenny modulator odpowiedzi postsynaptycznej, wywołanej uwalnianym GLU 

(Chadwick, Choi 1990). Zmiany strukturalne mitochondriów, wysuwające się na pierwszy 

plan w naszym materiale, podobnie jak w badaniach Chvapil i wsp. (1972), mogą być 

przyczyną hamowania transportu elektronów w mitochondrialnym łańcuchu oddechowym. 

Nagromadzenie mitochondriów może również odzwierciedlać wzrost energetycznego 

zapotrzebowania komórki, prawdopodobnie związanego z odpowiedzią na pobudzenie 

neuronów. 

Przeprowadzone przez nas badania nad wpływem ZnCh na rozwój zmian wywołanych 

podaniem QUIN do hodowli organotypowych hipokampa szczura wykazały, że cynk 

nawet w stosunkowo niskim stężeniu jest w stanie zapobiegać masywnym uszkodzeniom 

ekscytotoksycznym. Interesująca wydaje się obserwacja, że efekt protekcyjny otrzymano 

przy zastosowaniu niższego stężenia cynku od jego stężenia endogennego (200-300 |iM), 

stwierdzanego we włóknach pnących neuropilu hipokampa ludzi i szczura (Frederickson i 

wsp. 1983), co mogłoby wskazywać na większą wrażliwość hodowli tkankowej w 

porównaniu z warunkami in situ. 

W hodowlach poddanych jednoczesnemu działaniu ZnCh i QUIN jedyną wyraźną 

zmianą ultrastrukturalną było obrzmienie niektórych dendrytów postsynaptycznych, 

znacznie mniej nasilone niż w hodowlach poddanych działaniu samego ZnCh lub samego 

QUIN (Kida, Matyja 1990). Ponadto zmiany postsynaptyczne po jednoczesnym podaniu 

QUIN i ZnCh były odwracalne i nie towarzyszyło im uszkodzenie komórek nerwowych 

Mechanizm efektu protekcyjnego cynku wobec neurotoksyczności EAA jest niejasny, 

zwłaszcza przy stwierdzonej potencjalnej toksyczności samego cynku (Kida, Matyja 1989, 
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Less i wsp. 1990). Pewnych sugestii dostarczają wyniki wskazujące na zdolności 

modulujące jonów Zn2+ w stosunku do funkcji receptorów NMDA (Harrison, Gibson 

1994). Wykazano, że wiązanie GLU i ASP z błonami komórkowymi szczura /// vitro 

zostaje hamowane przez dodanie ZnCb do płynu odżywczego hodowli (Slevin, Kasarskis 

1985). Co więcej sugerowano, że uwalnianie cynku z zakończeń synaptycznych może 

blokować działanie NMDA i w ten sposób redukować neurotoksyczność uwalnianych 

synaptycznie EAA w procesie normalnie przebiegającej neurotransmisji (Peters i wsp 

1987). Poparciem tej hipotezy są doniesienia o selektywnym zmniejszeniu 

neurotoksyczności NMDA za pomocą wysokich stężeń cynku podanych do dysocjowanych 

hodowli kory. Wykazano, że endogenny cynk w stężeniu 30-500 jiM może znacznie 

redukować neurotoksyczność GLU i jego analogów strukturalnych redukując uszkodzenia 

wywołane przez NMDA (Koh, Choi 1988). Potencjalna neurotoksyczność NMDA jest 

znacznie wyższa od toksyczności QUIN (Garthwaite, Garthwaite 1987), co może 

tłumaczyć fakt, że w naszych badaniach stosunkowo niskie stężenia ZnCl2 były 

wystarczające do zapobiegania uszkodzeniom neuronów, wywoływanym przez QUIN. Nie 

można wykluczyć działania QUIN poprzez specyficzne miejsca receptorowe, być może 

podklasę receptorów NMDA, wykazujących inną wrażliwość na działanie ZnCh. 

Przedstawione w tej pracy badania nad wpływem MgCh na neurotoksyczne działanie 

QUIN wykazały, że jony Mg2+, podane jednocześnie z QUIN do płynu odżywczego 

hodowli organotypowych hipokampa, wywołują wyraźne zmniejszenie typowych 

ekscytotoksycznych uszkodzeń neuronalnych. Jest to zgodne z wcześni ej szymi 

doniesieniami wskazującymi, że dwuwartościowe jony magnezu hamują aktywację 

receptorów glutaminianowych typu NMDA w rdzeniu kręgowym i mózgu szczura (Adult 

i wsp. 1980, Mayer i wsp. 1984, Nowak i wsp. 1984, Thomson 1986, Bowe, Nadler 1590, 

Rothe i wsp. 1993b). Udowodniono, że aktywacja receptorów NMDA ulega nasileniu, gdy 

stężenie pozakomórkowe Mg2+ zostanie obniżone poniżej jego poziomu fizjologicznego 

(Adult i wsp. 1980), natomiast wzrost stężenia jonów Mg2' w medium pozakomórkowytn 

zapobiega spontanicznie występującej śmierci neuronów (Miller i wsp,19ü4), 

prawdopodobnie poprzez zahamowanie uwalniania endogennych neurotransmitenw. 

Stwierdzono, że w obrębie kanałów jonowych receptorów NMDA znajdują się miesca 
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wiązania dla jonów Mg2+, które blokują funkcje tych receptorów w sposób zależny od 

potencjału błonowego (Mayer i wsp. 1984, Nowak i wsp. 1984, Cotman, Iversen 1987). 

Tak więc magnez jest w stanie zablokować kanały jonowe związane z receptorem NMDA 

(Mayer i wsp. 1984), a zmniejszenie ubytków neuronalnych wynikać może z 

towarzyszącego temu zjawisku zahamowania napływu wapnia przez zablokowane kanały 

receptorowe. 

W naszych badaniach efekt ochronny jonów magnezu był zależny zarówno od stężenia, 

jak i od momentu podania MgCh w stosunku do ekspozycji na działanie QUIN. Niższe 

stężenie MgCh eliminowało typowe dla QUIN uszkodzenia postsynaptyczne, jednak nie 

zabezpieczało przed powstawaniem nieprawidłowości w obrębie cytoplazmy neuronów 

piramidowych (Matyja, Kida 199 lb). Najsilniejsze działanie ochronne przed 

neuro toksycznym działaniem QUIN uzyskano po podaniu MgCl2 z 30-minutowym 

wyprzedzeniem w stosunku do podania ekscytotoksyny. Być może jest to związane z 

sugerowanym potencjało-zależnym wpływem jonów Mg24 na receptory NMDA (Mayers i 

wsp. 1984, Nowak i wsp. 1984). 

Badania morfologiczne, przeprowadzone na organotypowach hodowlach móżdżku 

szczura, eksponowanych na działanie submikromolarnych stężeń HgCh i subtoksycznych 

stężeń GLU, miały na celu weryfikację postulowanego ekscytotoksycznego mechanizmu 

neurotoksyczności nieorganicznych związków rtęci (Brookes 1992). Do badań wybrano 

móżdżek - strukturę bogatą w synapsy glutaminianergiczne (Palay, Chan-Palay 1979, 

Somogyi i wsp. 1986). Poza tym hodowla organotypowa móżdżku, odznaczająca się 

bogatą populacją komórek glejowych i nerwowych, wydawała się szczególnie dogodna do 

oceny bezpośrednich interakcji neuronalno-glejowych. 

Postulat o pośrednim mechanizmie neurotoksyczności nieorganicznych związków rtęci 

oparty był na obserwacjach dokumentujących hamowanie wychwytu i stymulacji 

uwalniania GLU z astrocytów kory nowej myszy in vitro przy zastosowaniu 

submikromolarnych stężeń chlorku rtęci (Albrecht i wsp. 1993, Brookes 1992). Ostatnio 

wykazano, że HgCh w stężeniu poniżej l|iM wybiórczo i swoiście hamuje wychwyt GLU 

w dysocjowanych hodowlach korowych astrocytów myszy (Brookes 1989, Brookes, Kristt 
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1989). Stężenie GLU w przestrzeniach synaptycznych jest funkcją jego uwalniaiia i 

wychwytu zwrotnego. Ponieważ astrocyty stanowią główne miejsce inaktywacji GLU 

(Schousboe 1988, Waniewski, Martin 1984, Flott, Seifert 1991), zahamowanie :ego 

procesu może prowadzić do nadmiernej pozakomórkowej akumulacji tego aminokwsu a 

następnie do ekscytotoksycznego uszkodzenia sąsiadujących neuronów. 

Wyniki naszych badań wykazały, że podanie samego GLU w stężeniu subtoksycziym 

(100 fiM) lub samego HgCh w stężeniu 1-mikromolarnym na 3-dniowy okres ekspo:ycji 

nie wywołuje wyraźnych zmian ultrastrukturalnych neuronów i komórek glejovych 

móżdżku szczura in vitro. Natomiast jednoczesne podanie subtoksycznych stężeń GLU i 

HgCh już po 30-minutowej ekspozycji wywoływało mikrowakuolizację perykarioiów 

komórek Purkinjego, a następnie nieprawidłowości w obrębie dendrtów 

postsynaptycznych (Matyja, Albrecht 1993). 

Bardziej prawdopodobne wydaje się, że HgCh potęguje neurotoksyczność GLL niż 

odwrotnie. Wskazuje na to obraz zmian ultrastrukturalnych, przypominający typwe 

ekscytotoksyczne uszkodzenia, obserwowane po podaniu EAA. Charakterysty:zną 

wakuolizację cytoplazmy komórek nerwowych oraz wybiórcze zmiany postsynaptyane, 

przy względnym zaoszczędzeniu aksonów, opisywano in vivo i in vitro po podaniu GLU 

(Olney 1971, Olney i wsp. 1971), NMDA (Hajos i wsp.1986), kwasu kainowego ( Hatori, 

McGeer 1977, Olney 1978, Herndon i wsp. 1980, Matyja 1986b, Coyle i wsp. 19'8) i 

QUIN (Schwarcz i wsp. 1983). W przeciwieństwie do typowych zmian ekscytotoksycziych 

występujących po podaniu EAA, zmiany wywołane wysokimi stężeniami rtęci odznaczają 

się przede wszystkim udokumentowanym ultrastrukturalnie i biochemicznie zwyrodnieiiem 

mitochondriów (0'Kusky 1983, Chaves, Holguin 1988). 

Wyniki naszych badań morfologicznych potwierdzają więc oryginalną hipaezę 

Brookes'a i wsp. (1989), że rtęć poprzez zahamowanie glejowego transportu (LU 

wywołuje efekt neurotoksyczny (Albrecht, Matyja 1995). Jednakże w hodowach 

dysocjowanych rdzenia kręgowego myszy nie stwierdzono wpływu HgCh w stężeniu 1 |iM 

na działanie ekscytotoksyczne podanego egzogennie GLU w stężeniu 100 fiM (Brotkes 

1992). Te rozbieżności mogą wynikać z różnic gatunkowych użytych zwieząt 
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(mysz/szczur), innych struktur OUN (rdzeń kręgowy/móżdżek) lub odzwierciedlają 

odrębności modeli hodowli tkankowych (dysocjowana/organotypowa). Astrocytarny układ 

transportowy GLU u szczura jest mniej wrażliwy na HgCl2 w porównaniu z takim samym 

układem myszy (Albrecht i wsp. 1993). Hodowle dysocjowane mogą różnić się od hodowli 

organotypowych pod względem liczebności astrocytów zdolnych do przeciwdziałania 

neurotoksyczności GLU (Rosenberg, Aizenman 1989). 

Wyniki badań przeprowadzonych na organotypowych hodowlach móżdżku wskazują 

zatem, że HgCh w stężeniach submikromolarnych obniża próg toksyczności dla GLU 

poprzez zahamowanie astrocytarnego transportu GLU. Uszkodzone astrocyty stanowią 

źródło uwalnianych EAA i prowadzą do wzrostu ich stężenia pozakomórkowego. Znaczny 

wzrost wrażliwości neuronów na neurotoksyczne działanie GLU w ubogo-astrocytarnych 

hodowlach związany jest najprawdopodobniej z brakiem glejowego wychwytu zwrotnego 

(Rosenberg 1991). Wiadomo, że stężenie GLU w przestrzeni synaptycznej jest funkcją jego 

uwalniania i wychwytu. Zakończenie sygnału pobudzającego zależy od szybkiego 

wychwytu GLU ze szczeliny synaptycznej. Zwiększenie poziomu neurotransmitera w 

przestrzeni synaptycznej w wyniku zaburzeń transportu może podnieść poziom GLU do 

wartości wystarczającej do zainicjowania odpowiedzi ekscytotoksycznej neuronów. 

Udokumentowano istnienie różnych układów transportowych biorących udział w 

regulacji pozakomórkowego poziomu GLU w OUN, zidentyfikowanych na podstawie ich 

odrębnych zależności jonowych (Anderson i wsp. 1990). Szybki wychwyt GLU ze szczeliny 

synaptycznej przez wysoko efektywny transport do zakończeń presynaptycznych i 

astrogleju (Henn i wsp. 1974, Balcar i wsp. 1977) kończy sygnał pobudzający i powoduje 

odnowę transmitera w glejowym cyklu glutaminowym (Shank, Aprison 1981). Najlepiej 

zbadanym układem transportowym jest układ sodowo-zależny (Bennett i wsp. 1973), 

niezwykle ważny w transporcie większości EAA przez synapsy ASP- i GLU-ergiczne. 

Opisano również odrębny, chloro-zależny układ transportowy (Waniewski, Martin 1984, 

Anderson i wsp. 1990). Parametry kinetyczne transportu GLU z różnych rejonów mózgu 

wykazują znaczne różnice (Schousboe, Divac 1979, Hansson i wsp. 1986) co może być 

przyczyna różnic regionalnych we wrażliwości na toksyczne działanie związków rtęci. 
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Potwierdzeniem pośredniego mechanizmu neurotoksycznego działania mikromolarrych 

stężeń chlorku rtęci, związanego z ekscytotoksycznym wpływem GLU, było zahamowmie 

rozwoju uszkodzeń neuronałnych wywołanych jednoczesnym podaniem subtoksyczrych 

stężeń GLU i HgCh poprzez podanie MK-801, który należy do niekompetycyjrych 

antagonistów receptorów NMDA. 

Sugerowano, że efekt nieorganicznych związków rtęci, polegający na stymuacji 

uwalniania D-asparaginianu i L-glutaminianu oraz na hamowaniu astrocytarnego transp)rtu 

GLU, związany jest z interakcją z wrażliwymi grupami tiolowymi zlokalizowanym w 

obrębie błon komórkowych astrocytów (Albrecht i wsp.1993, Mullaney i wsp.1993). 

Nasze badania ultrastrukturalne udokumentowały, że ditiotreitol (DTT), a nie 

zredukowany glutation (GSH), wywiera efekt protekcyjny w stosunku do toksyczności 

submikromolarnych stężeń chlorku rtęci podanych łącznie z subtoksycznym stężeniem CLU 

(Matyja, Albrecht 1995). GSH nie penetruje poza zewnętrzną powierzchnię astrocytanej 

błony komórkowej, bogatej w enzymy degradujące GSH, natomiast pozbawi mej 

efektywnego układu transportowego dla glutationu (Stastny i wsp.1989, Reichelt, Pousen 

1992). Transport astrocytarny DTT nie został dokładnie określony, jednak ef:kty 

śródbłonowe i wewnątrzkomórkowe tego związku opisywane w innych tkankach (Cirpi-

Medina i wsp.1988, Izzo i wsp.1988), sugerują możliwość jego penetracji przez bonę 

komórkową. Wyniki naszych badań morfologicznych potwierdzają więc hipotezę, żc za 

efekt neurotoksyczny niskich stężeń nieorganicznych związków rtęci, obniżających jróg 

toksyczności dla GLU, odpowiedzialne są grupy -SH zlokalizowane w obrębie bony 

komórkowej, a nie na jej zewnętrznej powierzchni. 
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WNIOSKI 

1) Komórki nerwowe hipokampa i móżdżku szczura w warunkach in vitro zachowują 

zdolność do różnicowania, dojrzewania i wytwarzania różnego typu połączeń 

synaptycznych, analogicznie do sytuacji in vivo, co pozwala na wykorzystanie modelu 

hodowli tkankowej do badań nad wpływem czynników ekscytotoksycznych na rozwój i 

obraz morfologiczny neuronów i ich połączeń. 

2) Zmiany ultrastrukturalne w modelu neurotoksycznych uszkodzeń in vitro po podaniu 

GLU lub QUIN, wyrażają się wybiórczym zwyrodnieniem komórek nerwowych oraz części 

postsynaptycznej dendrytów, odpowiadają zatem uszkodzeniom ekscytotoksycznym, 

typowym dla neurotoksycznego działania EAA in vivo. Efekt neurotoksyczny EAA zależy 

od okresu rozwoju in vitro i związanego z nim stopnia dojrzałości morfologicznej tkanki. 

3) Neurotoksycznym efektom badanych EAA towarzyszą zmiany glejowe w postaci 

wczesnego obrzmienia cytoplazmy komórek astrogleju i późniejszej transformacji 

astrocytów protoplazmatycznych w glej włóknisty oraz wzrostu aktywności fagocytarnej 

astrogleju. 

4) QUIN w stężeniu subtoksycznym wywołuje dyskretne i odwracalne zmiany w 

obrębie elementów postsynaptycznych związane najprawdopodobniej z krótkotrwałą 

stymulacją postsynaptycznych receptorów NMDA 

5) Subtoksyczne stężenia GLU wywołują gromadzenie neurofilamentów w cytoplazmie 

komórek piramidowych hipokampa połączone z silną ekspresją białka lau, co potwiertdza 

obserwacje z innych modeli doświadczalnych sugerujące, że aktywacja receptorów NMDA 

może mieć wpływ na syntezę lub modyfikację antygenowości białek cytoskeletonu. 

6) Blokery kanałów wapniowych (nimodipina, verapamil) wywierają efekt 

cytoprotekcyjny w stosunku do uszkodzeń neurotoksycznych wywołanych przez QUIN 

oraz hamują gromadzenie złogów wapnia w obrębie mitochondriów uszkodzonych 

komórek piramidowych i dendrytów postsynaptycznych, co potwierdza sugerowaną rolę 

napływu jonów Ca2+ do neuronów w procesie ich ekscytotoksycznego uszkodzenia. 
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7) Jony Mg2+ wywierają efekt ochronny wobec uszkodzeń neurotoksycznych 

wywołanych QUIN, zależny od ich stężenia oraz okresu podania w stosunku do ekspozycji 

na działanie QUIN, co należałoby wiązać z efektywnością blokowania potencjało-zależnych 

receptorów NMDA. 

8) Cynk wywołuje zarówno efekt neurotoksyczny, imitujący ekscytotoksyczne działanie 

EAA, jak i efekt cytoprotekcyjny wobec uszkodzeń spowodowanych działaniem QUIN, co 

należałoby wiązać z modulacją funkcji receptorów NMDA. 

9) Submikromolarne stężenia HgCl2 podane jednocześnie z subtoksycznym stężeniem 

GLU, wywołują uszkodzenia neuronalne analogiczne do uszkodzeń ekscytotoksycznych. 

Ich rozwój jest hamowany przez uprzednie podanie antagonisty receptorów NMDA -

dizocilpiny (MK-801). Wyniki te stanowią bezpośredni dowód morfologiczny 

potwierdzający ekscytotoksyczny charakter neurotoksyczności nieorganicznych związków 

rtęci. Efekt neurotoksyczny rtęci związany jest najprawdopodobniej z hamowaniem 

astrocytarnego transportu GLU wskutek interakcji ze śródbłonowymi grupami -SH, czego 

dowodem jest zahamowanie rozwoju uszkodzeń neuronalnych przy podaniu DTT -

związku blokującego grupy tiolowe w obrębie błony komórkowej. 
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STRESZCZENIE 

Przeprowadzono badania ultrastrukturalne neurotoksycznego działania endogennych 

aminokwasów pobudzających (EAA); glutaminianu (GLU) i kwasu chinolinowego (QUIN) 

oraz próbę modulacji ich neurotoksyczności w warunkach pozaustrojowej hodowli 

tkankowej. Model organotypowej hodowli hipokampa i móżdżku z dobrze zachowaną 

cytoarchitektoniką tkanki pozwalał na utrzymanie interakcji międzyneuronalnych i 

neuronalno-glejowych zbliżonych do warunków in situ oraz ocenę bezpośredniego wpływu 

badanych związków na poszczególne elementy komórkowe. 

W pierwszym etapie badań opracowano szczegółową charakterystykę morfologiczną 

hipokampa i móżdżku szczura w okresie dojrzewania i różnicowania tkanki in vitro. 

Obydwie struktury zostały wykorzystane w dalszych badaniach doświadczalnych. 

Po podaniu GLU lub QUIN do dojrzałych hodowli organotypowych hipokampa 

obserwowano typowy obraz uszkodzeń ekscytotoksycznych w postaci wybiórczego 

zwyrodnienia komórek piramidowych oraz elementów postsynaptycznych. Efektom 

neurotoksycznym towarzyszyły nieprawidłowości tkanki glejowej, polegające na zmianach 

obrzękowych astrocytów a następnie na transformacji astrocytów protoplazmatycznego w 

glej włóknisty z towarzyszącym wzrostem aktywności fagocytarnej komórek glejowych. 

Subtoksyczne stężenia QUIN wywoływały niewielkie i odwracalne uszkodzenie 

dendrytów postsynaptycznych, które mogły wskazywać na krótkotrwała aktywację 

postsynaptycznych receptorów NMDA. 

GLU podany w stężeniu subtoksycznym wywoływał gromadzenie neurofilamentów w 

cytoplazmie komórek piramidowych hipokampa oraz wzrost ekspresji białka tau, 

świadczące o tym, że aktywacja receptorów NMDA może modyfikować antygenowość 

istniejących białek lub wpływać na ich syntezę. 

W dalszym etapie badań przeprowadzono próbę modulacji toksycznego działania EAA 

przez zastosowanie blokerów kanałów wapniowych (nimodipiny, verapamilu) oraz 

wybranych dwuwartościowych jonów metali (Mg2+, Zn2+, Hg2+). 

Stwierdzono, że hodowle poddane równoczesnemu działaniu blokerów kanałów 

wapniowych i QUIN wykazywały mniejsze nasilenie nieprawidłowości strukturalnych w 
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porównaniu z hodowlami eksponowanymi na działanie samego QUIN. Stosując 

cytochemiczną metodę pyroantymonową przeprowadzono badania ultrastrukturalne 

wewnątrzkomórkowej lokalizacji wapnia w modelu neurotoksycznych uszkodzeń 

wywołanych podaniem QUIN oraz po zablokowaniu kanałów wapniowych. Stwierdzano 

gromadzenie złogów wapnia w obrębie mitochondriów zwyrodniałych komórek 

piramidowych oraz w uszkodzonych dendrytach postsynaptycznych. Podanie nimodipiny 

hamowało gromadzenie złogów wapnia w obrębie dobrze zachowanych elementów 

neuronalnych, co stanowiło morfologiczne potwierdzenie sugerowanej roli napływu jonów 

Ca2+ do komórek w procesie ekscytotoksycznego uszkodzenia. 

Badania nad wpływem jonów Zn2+ podjęto wobec rozbieżnych doniesień wskazujących 

zarówno na cytoprotekcyjne właściwości jonów cynku, jak też na ich niekorzystne działanie 

neurotoksyczne. W hodowlach hipokampa poddanych działaniu samego ZnCh stwierdzano 

gromadzenie nieprawidłowych mitochondriów i wakuolizację cytoplazmy neuronów 

piramidowych oraz uszkodzenie niektórych dendrytów postsynaptycznych w znacznym 

stopniu przypominające uszkodzenia ekscytotoksyczne wywołane przez QUIN. Jony Zn2' 

zapobiegały uszkodzeniom neurotoksycznym wywoływanym przez QUIN, co potwierdza 

hipotezę o potencjalnym neuroprotekcyjnym działaniu jonów cynku w stosunku do 

ekscytotoksyczności aminokwasów pobudzających. 

Również jony Mg24 podane równocześnie lub z wyprzedzeniem w stosunku do 

ekspozycji na działanie QUIN, wywołują zmniejszenie neurotoksycznego efektu QUIN, co 

należałoby wiązać z modulacją receptorów NMDA. 

W badaniach nad wpływem mikromolarnych stężeń HgCh na efekt subtoksycznych 

stężeń GLU podjęto próbę morfologicznej weryfikacji postulowanego ekscytotoksycznego 

mechanizmu działania nieorganicznych związków rtęci. GLU lub chlorek rtęci podane 

oddzielnie w stężeniach subtoksycznych nie wywoływały zmian morfologicznych, natomiast 

jednoczesne ich podanie wywoływało wakuolizację cytoplazmy oraz zmiany 

postsynaptyczne, typowe dla uszkodzeń ekscytotoksycznych. Wyniki te wskazują, że 

mikromolarne stężenia chlorku rtęci obniżają próg toksyczności dla glutaminianu 

prawdopodobnie wskutek hamowania jego wychwytu przez astrocyty. Potwierdzeniem 

pośredniego mechanizmu neurotoksycznego działania chlorku rtęci było zahamowanie 
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rozwoju uszkodzeń neuronalnych po podaniu MK-801 - antagonisty receptorów NMDA. 

Kolejne badania udowodniły, że za efekt toksyczny niskich stężeń rtęci odpowiedzialne są 

grupy -SH zlokalizowane w obrębie błony komórkowej astrocytów, czego dowodem było 

zahamowanie rozwoju uszkodzeń neuronalnych po podaniu ditiotreitolu (DTT) - związku 

blokującego wewnątrzbłonowe grupy tiolowe. 

Wyniki przedstawionych badań stanowią kompleksową analizę morfologiczną 

neurotoksycznego efektu GLU i QUIN oraz dokumentują możliwość modulacji 

neurotoksycznego działania EAA za pomocą związków o różnym punkcie uchwytu. 
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