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Morphometry of ventral hippocampal neurons of CA1-CA4 fields in domestic cattle

Summary

The aim of the study was a morphometric analysis of the ventral hippocampal neurons of the individual
CA1-CA4 fields in domestic cattle (Bos taurus; N = 6). The hippocampus in cattle is formed by a sizable arched
invagination of the medial wall of the lateral ventricle of the brain. The brains were removed and analyzed
conventionally with a light microscope. The samples were stained by Nissl’s method. The morphometric
analysis of the neurons of the hippocampal CA1-CA¢4 fields included the following parameters: the area of
nervous cells and the area of the cell nucleus in pm?; the nucleus-to-cell ratio in %j; the average diameter and
perimeter of the nervous cell in pm. The morphometric investigations indicate that the cells of the pyramidal
layer in the CA1-CA4 fields of the hippocampus in adult domestic cattle differ in terms of their size, shape, and
surface area, as well as the surface area of the cell nucleus. The size of cells in CA1 was the largest, fluctuating
around 22 pm, whereas in CA4 it amounted to about 19 pm. Cells in CA1 and CA2 had the largest diameter
of about 24 pm, whereas cells in the CA4 field had the smallest diameter of about 20 pm. The results obtained
suggest a novel approach to studying the morphometric properties of the hippocampus in domestic cattle.
Morphometric studies of the central nervous system (CNS) are regarded as a valuable source of data on the

function of environmental and pharmacological factors and their effects on several structures of the CNS.

Keywords: hippocampus, domestic cattle, morphometric parameters

Hipokamp jest jednym z podstawowych obszarow
neuroanatomlcznych wechomoézgowia 1 jego dysfunk-
cje odgrywaja wazng role w patogenezie wielu chorob
neurologicznych. W ciaggu ostatnich dziesigcioleci stat
si¢ jednym z najintensywniej badanych obszarow mo-
zgowia u ssakow. Morfologia i fizjologia hipokampa
zostaty szczegdtowo opisane przez wielu autoréw (1,
12, 24). Hipokamp wlasciwy (hippocampus proper)
z polami CA1-CA4 oraz zakret zgbaty (gyrus dentatus)
(DG) charakteryzuja si¢ odrqbnq strukturg warstwowa.
Gtowne typy komorek DG i hipokampa wiasciwego
to neurony piramidalne oraz ziarniste, znajdujace si¢
w warstwach: piramidalnej (stratum pyramidale) (SP)
1 ziarnistej (stratum granulosum) (SG) (2). Twor hipo-
kampa jest elementem uktadu limbicznego, odgrywa-
jacym istotng rol¢ w procesach poznawczych, takich
jak uczenie si¢, konsolidacja pamigci 1 wyszukiwania
informacji (25). Funkcje poznawcze zalezne od hipo-
kampa wplywajg na uktad cholinergiczny, a ich utrata

jest skorelowana w znacznym stopniu z uposledzeniem
funkcji poznawczych (3). Do utraty liczby neuronow
dochodzi w okresie poporodowym, gdy istnieje wy-
tworzenie neurondw zwigzanych z petniona przez nie
funkcja, natomiast neurony niewyspecjalizowane sg
eliminowane na drodze apoptozy (6). U ludzi, na skutek
niewydolnosci serca, w obszarach korowych mézgowia
(np. w placie czotowym) dochodzi do utraty liczby
neuronéw nawet do 40%, natomiast w obszarach ptata
ciemieniowego w znacznie mniejszym stopniu (11).
U szczuro6w w korze mézdzku nie dochodzi do utraty
liczby neuronéw gruszkowatych i ziarnistych (9). Uktad
limbiczny inaczej nazywany rabkowym lub brzeznym,
jest nazwg dla réznych struktur korowych i podkoro-
wych. Obszary uktadu limbicznego zlokalizowane s3
gléwnie w kresomozgowiu w jego czesci brzusznej,
tj. wechomoézgowiu. Uwaza sig, ze do struktur uktadu
limbicznego naleza ponadto struktury miedzymozgowia,
takie jak: podwzgorze i wzgorze. Do podstawowych
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Ryc 1. a. Struktura hlpokampa brzusznego (pola CAl CA4) oraz DG u bydla domowego (Bos taurus). b. Neurony warstwy
piramidalnej (SP) pola CA2. Skala podzialki 20 pm. Barwienie metoda Nissla

funkcji tego uktadu zalicza si¢ migdzy innymi: koor-
dynacje czynno$ci uktadu somatycznego i autonomicz-
nego, udzial w procesach zapamietywania i uczenia
sie, neurogenezy oraz reakcjach obronnych i agres;ji.
Badania dowiodty, Zze hipokamp moze ulec uszkodzeniu
pod wptywem silnego stresu, ktéry moze by¢ nastgp-
stwem zespotu stresu pourazowego, doprowadzajacego
do wzrostu aktywnosci osi podwzgorze—przysadka—
nadnercza, przyczyniajacego si¢ do wydzielania m.in.
kortyzolu i w ten sposob wptywajacego na uszkodzenie
hipokampa (15). Hipokamp wlasciwy jest cze$cig tworu
hipokampa, potozona najblizej §wiatta komory bocznej
moézgowia. Struktury korowe tworu hipokampa (podpo-
ra, hipokamp wlasciwy, pole zgbate) wg Stephana (29)
zaliczane sg do kory starej (archicortex) (5). Wszystkie
czesci tworu hipokampa sg $cisle zwigzane z systemem
wiokien nerwowych. U krowy makroskopowo zakrzy-
wiona struktura hipokampa, podobnie jak u innych
gatunkow zwierzat, wykazuje pewne podobienstwo
do rogéw barana, stad jego nazwa rég ammona (cornu
ammonis). Obecnie wiele badan dotyczy zmian w moz-
gowiu zwigzanych z chorobami neurodegeneracyjny-
mi. W przebiegu wielu choréb osrodkowego uktadu
nerwowego (OUN), kora mézgu, mézdzek oraz rdzen
kregowy stanowig wigkszos¢ struktur wrazhwych na
zmiany zwigzane z redukcjg liczby neurondw (8). Stan
awitaminozy charakteryzujacy si¢ niedoborem witamin
z grupy B, np. u przezuwaczy doprowadza do zmian
histopatologicznych w moézdzku (27). Niektorzy autorzy
w swoich badaniach stereologicznych, wykorzystujac
parametry morfometryczne w celu poréwnania popu-
lacji neuronow w wybranych obszarach mézgowia np.
u ryjowki aksamitnej i nornicy rudej, stwierdzili znaczna
roznice¢ pomigdzy badanymi gatunkami zwierzat (17).
Dotychczas wickszo$¢ badan koncentrowata si¢ wokot
morfologii hipokampa u mlodego bydta domowego (10),
natomiast nie prowadzono kompleksowych prac mor-
fometrycznych w tym zakresie u dorostych osobnikow.
Brak badan morfometrycznych dotyczacych neuronow
hipokampa u dorostego bydta w polach CA1-CA4 stat
si¢ podstawg do przeprowadzenia pomiarow komorek
nerwowych w tym obszarze mdézgowia.

Celem niniejszych badan byla ocena wybranych para-
metrow morfometrycznych neuronéw warstwy pirami-
dalnej w poszczegdlnych polach CA1-CA4 hipokampa
brzusznego u bydta domowego.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na 6 dojrzalych somatycznie
i zdrowych hodowlanych samicach bydia domowego (Bos
taurus). Mozgi wyizolowano z czaszek i natychmiast utrwa-
lono je w zbuforowanej formalinie, a nastgpnie odwadniano
w szeregu alkoholu etylowego o wzrastajacych stezeniach
i zatapiano w bloczki parafinowe. Bloczki parafinowe cigto
w mikrotomie na grubo$¢ 20 um, a nastgpnie barwiono me-
toda Nissla (5, 10). Analizy morfometrycznej zdje¢ prepara-
tow histologicznych dokonano przy uzyciu komputerowego
analizatora obrazu w programie Cell"D Soft Imaging System
(SIS) z podtaczona kamera digital camera Colorview IITu (Soft
Imagining System).

Parametry morfometryczne neuronow. Przy pomocy
pomiaréw dokonano analizy morfometrycznej neurondw
warstwy piramidalnej w polach CA1-CA4 w hipokampie
brzusznym. Okre$lano nastegpujace parametry morfometrycz-
ne: $redni rozmiar neurondéw/pum, pole powierzchni ciata ko-
morkowego/pum?, pole powierzchni jadra komorkowego/pum?,
srednice komorek/um, obwod komorek/pm oraz wskaznik
jadrowo-komoérkowy okreslajacy procentowy udziat jadra
komorki w catym neuronie.

Analiza statystyczna. Wyniki podano w postaci $rednich
arytmetycznych wraz z odchyleniem standardowym (£ SD).
Zastosowano jednoczynnikowg analizg wariancji (ANOVA).
Istotnos¢ réznic migdzy poszczegdlnymi polami hipokampa
(CA1-CA4) okreslono testem post-hoc Duncana przy p <0,05.

Wyniki i oméwienie

Wartos$ci parametréw morfometrycznych dotyczacych
neuronéw piramidalnych w polach CA1-CA4 hipokampa
brzusznego u bydta domowego przedstawiono na ryc.
2, 3, 4. Neurony piramidalne z licznymi dendrytami
stanowig gtowna populacje komorek obszaru hipokampa
w polach CA1-CA4. Twor hipokampa zaliczony przez
Stephana (29) do kory starej (archicortex), zostat przez
Blackstada (1) podzielony na dwie czgsci: okolicg gorna
(regio superior) (RS) 1 okolice dolng (regio inferior) (RI).
Z badan przeprowadzonych u bydta jest to najbardziej
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uzasadniony jest podziat hipokampa.
Najwazniejsza, a zarazem najszer-
sza warstwg hipokampa wlasciwe-
go opisang przez Blackstada jest
warstwa komorek piramidalnych.
Warstwa ta utworzona jest przez
grube pasmo gesto obok siebie uto-
zonych komoérek nerwowych ksztat-
tu piramidalnego, pomig¢dzy ktorymi
zlokalizowane sg naczynia krwiono-
$ne 1 pojedyncze witokna nerwowe.
Pasmo to jest charakterystyczne dla
RS i RI hipokampa wtasciwego.
Wedlug pogladow dotyczacych pol
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hipokampa wtasciwego u réznych
gatunkow zwierzat (2, 19), pierwszy
podziat dokonany przez Lorento de
N6 (13) na cztery pola odpowiada

brzusznego

Ryec. 2. Parametry morfometryczne neuronéw piramidalnych (wielko$¢ neuronéw
(nm), Srednica komorek (um), obwod komorek (um)) w polu CA1-CA4 hipokampa

podzialowi przyjetemu u bydta (5,
10). W badaniach wtasnych u bydta
domowego zaobserwowano row-
niez podziat hipokampa brzusznego
obejmujacy charakterystyczne dla tej
struktury mozgowia pola CA1-CA4
(ryc. la, b) Parametry morfome-
tryczne opisano w roznych struktu- 100,0
rach uktadu limbicznego np.: u czto- 50,0
wieka, krolika, szczura, szynszyli, 0.0
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1 myszoskoczka (4, 8, 16-20, 23,
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szczurach wykazano, ze w wyniku
procesu starzenia dochodzi do nie-
jednakowej utraty liczby neuronow
w roznych obszarach mézgowia,
np. w podwzgorzu, w jadrze tukowatym (14). Na pod-
stawie badan stereologicznych ludzkiego hipokampa
wykazano spadek liczby neuronow w regionach podpory
(subicular) oraz w DG, natomiast w polach CA1-CA2
1 CA3 hipokampa nie zaobserwowano ich spadku (32-
-34). W badaniach wtasnych stwierdzono, ze w obsza-
rze hipokampa brzusznego u bydta domowego gléwnag
populacje neurondéw stanowig neurony piramidalne
(ryc. 1b). Najwieksze neurony obserwowano w polu
CA1 (22,3 um), a najmniejsze w polu CA4 (19,1 pum).
Srednia warto$§¢ obwodu komorek wynosita w polach:
CA1-70,1 um, CA2-68,1 pm, CA3 —65,2 um, a CA4
— 64,5 um. Najwigkszg srednice wykazywaty neurony
piramidalne w polu CA1 (24,2 um), a w polach CA3-
-CA4 wartosci byly zblizone 1 wynosity, odpowiednio:
CA3 - 20,4 um, a CA4 — 20,1 pm (ryc. 2). W polach
CA1-CA3 komorki piramidalne byty gesto upakowane,
a ich perikariony mocno wybarwione, natomiast w polu
CAA4 luzniej rozmieszczone z jasniej wybarwiong neu-
roplazmg (ryc. la, 1b). Najwicksza §rednig wielkos¢
pola powierzchni komorki (274,7 um?) oraz najwicksza
srednig wielkos$¢ pola powierzchni jadra komorkowego
(141,1 um?) wykazywaly neurony w polu CA1 (ryc. 3).
Na preparatach histologicznych wybarwionych me-

Ryec. 3. Parametry morfometryczne neuronéw piramidalnych (pole powierzchni
ciala komorkowego (um?), pole powierzchni jagdra komérkowego (um?)) w polu
CA1-CA4 hipokampa brzusznego
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Ryc. 4. Wskaznik jadrowo-komoérkowy (%) w polach CA1-
-CA4 hipokampa brzusznego

todg Nissla jadra neurondéw piramidalnych potozone
byty centralnie, z dobrze uwidocznionym jaderkiem.
W polach CA1-CA4 wskaznik jadrowo-komorkowy
wahat si¢ w granicach 51-52% (ryc. 4). Na podstawie
dokonanych pomiaréw pola komorki oraz wyliczonego
wskaznika jadrowo-komoérkowego mozna wnioskowac,
ze intensywnos$¢ wzrostu pola jadra u dorostego bydta
pokrywa si¢ ze wzrostem pola komorki. Szczegotowe
dane z dokonanych pomiaréw w poszczego6lnych polach
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CA1-CA4 hipokampa brzusznego podano naryc. 2, 3, 4.
Na podstawie uzyskanych wynikow mozna stwierdzi¢,
ze w poszczeg6Olnych polach CA1-CA4 hipokampa
brzusznego u bydta domowego nie wystepujg istotne
statycznie roznice dotyczace badanych parametrow
(p>0,05).

Wigkszos$¢ struktur nalezacych do uktadu limbicznego
r6znych gatunkow zwierzat zostata dobrze opisana tylko
na podstawie cech morfologicznych, ale nie w oparciu
o analize morfometryczng. Wielu autoréw (19, 20)
wykazalo, ze w r6znych obszarach uktadu limbicznego
dochodzi do wzrostu liczby neuronéw wraz ze wzrostem
objetosci komorek. Statystycznie istotne roznice parame-
trow morfometrycznych komorek piramidalnych w po-
lach CA1-CA4 hipokampa wykazano u cztowieka, psa,
szczura oraz myszy (8, 19,20, 31). Neurony piramidalne
w polach CA1-CA3 odgrywaja istotng role w funkcjach
hipokampa zwigzanych z uczeniem si¢ oraz pamigcia
przestrzenng. Najwigcej badan u zdrowych osobnikoéw
w obszarze hipokampa wlasciwego odnosi si¢ do pol
CA1-CA3. Przy zastosowaniu metod stereologicznych
u pacjentow z chorobg Alzheimera nie zawsze dochodzi
do zmiany liczby neuronéw w polach CA1-CA2-CA3
hipokampa (8, 30, 34), natomiast w korze nowej u pa-
cjentéw z chorobg Alzheimera odnotowano wahania
objetosciowe, ktorym nie towarzyszyla utrata neuronow
(21,22). Mechanizm ten najprawdopodobniej zwigzany
jest z utratg polaczen synaptycznych oraz utratg liczby
dendrytow. Wraz z procesem starzenia dochodzi w mo-
zgowiu do nieodwracalnych zmian wigzacych si¢ z utratg
liczby neurondéw (7). Niektorzy autorzy (26) sadza,
ze ubytek neuronow jest procesem nicodwracalnym,
postepujacym, nie zwigzanym z procesem starzenia,
natomiast utrata potaczen synaptycznych jest procesem
odwracalnym.

W dostepnym pismiennictwie ostatnich lat brak jest
doniesien o morfologii oraz badan odnoszacych si¢
do analizy morfometrycznej hipokampa brzusznego
u bydta domowego. Wyniki otrzymane w niniejszych
badaniach moga $wiadczy¢ o nowatorskim spojrzeniu
na morfometri¢ hipokampa brzusznego u bydta domo-
wego. Badania morfometryczne OUN stanowia cenne
zrodlo umozliwiajace okreslenie funkcjonowania oraz
wplywu réznych czynnikow srodowiskowych i far-
makologicznych dotyczacych struktur OUN. Ponadto
analiza morfometryczna gwarantuje otrzymywanie coraz
to doktadniejszych wynikow, ktére moga by¢ podstawa
lepszego zrozumienia morfologii oraz zmian zachodza-
cych w uktadzie nerwowym.
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