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Influence of the age of rats treated with the sodium salt of glutamate acid
on the reactivity of astroglia of the infundibular nucleus

Summary

The aim of the study was the immunohistochemical evaluation of the impact of the age of animals treated
with the sodium salt of glutamic acid on the behaviour of astrocytes of the infundibular nucleus (IN).
Immunohistochemical peroxidase-antiperoxidase reactions were conducted on brain sections of 10-day-old
(I) and 63-day-old (II) rats treated s.c with monosodium glutamate (MSG) in a dose of 4 g/kg b.w. for three
consecutive days. The staining was performed using specific antibodies against glial fibrillary acidic protein
(GFAP), S-100p protein and Ki-67 antigen. Cells immunopositive for the proteins under investigation were
assessed morphologically and morphometrically in an Olympus BX51 light microscope with the Cell * D
program. Statistically significant differences were tested using ANOVA and the non-parametric Kruskal-Wallis
test. In the infundibular nucleus of 10-day-old rats treated with MSG, there was an increase in the number
of GFAP, S-100p and Ki-67 immunopositive astrocytes without any changes in their morphology, which was
typical of immature glia. In adult rats treated with MSG, a decrease in the number of cells expressing GFAP
and S-100p was found. Most astrocytes had thick and weakly branched processes, in contrast to those observed
in control animals. The results of our study showed a diverse behaviour of astroglia of IN in young and adult
rats treated with MSG. In 10-day-old rats, hyperplasia of glia occurred, whereas in 63-day-old individuals there
was a loss and hypertrophy of astrocytes, which may indicate a late stage of their reactivity. This information
may contribute to targeting the therapy of diseases of the nervous system induced by the excitotoxic effects

of glutamate.
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Kwas glutaminowy, w postaci enancjomeru L, na-
lezy do grupy endogennych aminokwasow. W warun-
kach fizjologicznych wystepuje on glownie w formie
anionowej zwanej glutaminianem (Glu). W os$rod-
kowym uktadzie nerwowym (OUN) ssakow Glu jest
pobudzajacym neuroprzekaznikiem, odpowiedzialnym
m.in. za rozwoj 1 utrzymanie prawidtowej aktywnosci
neurondéw (21, 23). Poprzez swoiste receptory uczest-
niczy on w formowaniu dtugotrwatego wzmocnienia
1 ostabienia synaptycznego. Ponadto zwigzek ten bierze
udzial w neuronalnej plastycznosm oraz w synapto-
genezie. W rozwuaja}cym si¢ mozgowiu glutaminian
wplywa na mlgraCJQ, réznicowanie, przezywalno$¢
oraz $mier¢ neurondw (13, 21, 23, 26). W przestrze-
ni okotoneuronalnej Glu obecny jest w niewielkich
ilosciach, co warunkuje wilasciwe przekaznictwo
nerwowe. Aminokwas ten w nadmiernym st¢zeniu

dziata jak cytotoksyna prowadzac do uszkodzenia lub
$mierci neurondéw i gleju. Zjawisko to obserwuje si¢
w przebiegu wielu chordb uktadu nerwowego (5, 13,
26, 30). Prawidtowg zawarto$¢ glutaminianu w OUN
zapewniajg astrocyty, ktore sg aktywnie wiaczone
w jego metabolizm. W astrocytarnych btonach ko-
morkowych znajdujg si¢ swoiste transportery, ktore
umozliwiajg wychwyt tego neuroprzekaznika ze szcze-
liny synaptycznej (3, 7, 21, 23, 30). Astroglej chroni
komorki nerwowe przed uszkodzeniem, reagujac na
poziomie molekularnym, komérkowym i funkcjonal-
nym, co okresla si¢ mianem reaktywnej astroglejozy
(16, 18, 29). Bezposrednio po zadziataniu czynnika
uszkadzajacego astrocyty kompensacyjnie reguluja
m.in. poziom neuroprzekaznikéw w srodowisku
zewnatrzkomorkowym. Nastepnie komorki te mogag
syntetyzowac 1 zwigksza¢ ekspresje roznych biatek,
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np. glejowego widkienkowego kwasnego biatka (glial
fibrillary acidic protein — GFAP) oraz biatka S-100, co
jest charakterystyczne dla ich wezesnej reaktywnosci.
W przebiegu reakcji poznych obserwuje si¢ trwate lub
dlugotrwate zmiany w postaci hipertrofii (przerostu
cial komorkowych oraz wypustek) i/lub hiperplaz;ji
(proliferacji) gleju (11, 12, 22, 24, 29).

W licznych badaniach wykazano, ze systematyczne
podawanie soli sodowej kwasu glutaminowego neo-
natalnym szczurom prowadzi do uszkodzenia struktur
nerwowych wielu obszaréw OUN (2, 6, 20, 25). Mlode
zwierzgta sg bardziej wrazliwe na toksyczne dziatanie
Glu w poréwnaniu do osobnikéw dorostych, co nalezy
wigzac ze stopniem rozwoju i przepuszczalnosci barie-
ry krew—mozg (blood-brain barrier — BBB). W pelni
wyksztalcona BBB zapobiega przenikaniu z krwio-
biegu m.in. glutaminianu, ktéry wykorzystywany jest
do syntezy biatek i metabolizmu energii niemal przez
wszystkie komorki organizmu (17, 32). U miodych
1 dorostych zwierzat wykazano brak szczelnej BBB
w niektdrych obszarach mézgowia, m.in. w wyniosto-
$ci posrodkowej. W tym regionie sg obecne naczynia
wlosowate typu okienkowatego, z ktérymi kontaktuja
si¢ wypustki neuronow jadra lejka (nucleus infundi-
bularis — IN). IN jest czeScig podwzgdrza polozong
u podstawy III komory moézgowia (19). Obszar ten
odgrywa istotng role w integracji neuroendokrynnej or-
ganizmu. Jadro to zawiera liczne populacje neuronéw
uwalniajagce do krwi hormony, np.: somatoliberyne,
kortykoliberyng, tyreoliberyne, foliliberyng i lulibery-
ne¢. Zwiazki te reguluja aktywnos',c' Wydzielniczq czescl
gruczotowej przysadki mozgowej. Ponadto IN two-
rzy liczne polqczenla z innymi jadrami podwzgorza,
wzgorza, pnia mozgu, z istotg szarg srodkowa, przez
co odgrywa kluczowg role¢ w reprodukcji, w kontroli
stresu, bolu, mechanizméw przyjmowania pokarmu
1 masy ciata (6, 19).

Dotychczas nie okreslono wplywu wieku szczurow
na charakter i stopien aktywnos¢ astrocytow jadra lej-
ka w odpowiedzi na zwigkszone stezenie Glu. Celem
niniejszej pracy byto ustalenie poziomu reaktywno-
$ci astrocytéw w IN u miodych i dorostych zwierzat
traktowanych sola sodowa kwasu glutaminowego
w oparcm 0 ocen¢ immunoreaktywnosci dla GFAP,
S-1008 1 Ki-67.

Materiatl i metody

Do doswiadczen uzyto 10 szt. 7-dniowych (grupal)i 10
szt. 60-dniowych (grupa II) samcow szczuréw rasy Wistar,
ktore trzymano w klatkach (temperatura 20-22°C, 60%
wilgotnosci powietrza, cykl dobowy 12 h dzien/12 h noc).
Zwierzetom zapewniono staty dostep do paszy i wody. Na
przeprowadzenie badan uzyskano zgode nr 7/2011 II Lo-
kalnej Komisji Etycznej ds. Do$wiadczen na Zwierzetach
w Lublinie. Osobniki w grupach wiekowych losowo podzie-
lono na dwie podgrupy: doswiadczalng (MSG) (5 szt.) i kon-
trolng (C) (5 sztuk). Szczurom podgrup doswiadczalnych
(I-MSG; II-MSG) podawano przez 3 kolejne dni w iniekcji
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podskornej (s.c.) glutaminian jednosodowy (MSG) w dawce
4 g/kg m.c.). Zwierzeta kontrolne (I-C; I1-C) otrzymywaty,
odpowiednio, roztwor soli fizjologicznej. Po 24 h od ostat-
niej iniekcji wszystkie szczury usmiercano i natychmiast
pobierano mézgowia. Materiat utrwalano w zbuforowane;j
10% formalinie (pH = 7.0, temp. 4°C, 12 h) oraz zatapia-
no w parafinowe bloczki rutynowa technikg histologiczng.
Nastepnie mozgowia pochodzace od kazdego zwierzecia
krojono w ptaszczyznie czotowej przy uzyciu rotacyjne-
go mikrotomu. Skrawki o 4 um grubosci zawierajace IN
umieszczano na szkietkach SuperFrost Plus.

Reakcje immunohistochemiczne przeprowadzono po-
srednig metoda peroksydaza-antyperoksydaza (PAP). Do
barwienia wykorzystano pochodzace od kazdego zwierze-
cia odparafinowane i nawodnione skrawki zawierajace IN.
Procedure wykonano z uzyciem przeciwciat i odczynnikow
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) rozcienczonych
w 0,5M TBS (Tris buffered Saline) o pH = 7,6, wedlug
zalecen producenta. W celu odstonigcia antygenu co trzeci
skrawek ogrzewano w kuchence mikrofalowej w 0,01 M
roztworze buforu cytrynianowego o pH = 6,0 (3 x 5 min.).
Kolejno wszystkie skrawki inkubowano w temperaturze
pokojowej z 3% H,0, przez 30 min., a dalej przez 20 min.
z surowica kozia (G9023). W nastepnym etapie na skrawki
natozono pierwotne przeciwciata: krolicze przeciwciato
przeciwko glejowemu widkienkowemu kwasnemu biatku
(G9269), mysie monoklonalne przeciwciato przeciwko bial-
ku S-100pB (S2532), mysie monoklonalne przeciwciato prze-
ciwko antygenowi proliferacji komorkowej Ki-67 (P6834).
Inkubacje przeprowadzono przez 16 h w temperaturze 4°C.
W dalszej kolejnosci skrawki inkubowano w temperaturze
pokojowej przez 1 h z odpowiednim gatunkowo, wtdérnym
przeciwciatem: kozim przeciwciatem przeciwko kroliczym
IgG (A9169), kozim przeciwciatem przeciwko mysim IgG
(A9917), a nastepnie kompleksem peroksydaza-antype-
roksydaza: kroliczym (P1291) i mysim (P3039). W celu
uwidocznienia reakcji uzyto czterochlorku 3,3’diaminoben-
zydyny (temperatura pokojowa, 30 min.). Na zakonczenie
skrawki ptukano w destylowanej H,O, podbarwiano hema-
toksyling Mayer’s oraz zamykano w DPX (Fluka, Buchs,
Schwitzerland). Rownolegle dla przeprowadzonych reakcji
immunohistochemicznych wykonano negatywng kontrole
specyficznosci z ominigciem przeciwciala pierwotnego oraz
pozytywna, wykorzystujac zwoje rdzeniowe obwodowego
uktadu nerwowego szczurow.

Preparaty obserwowano i fotografowano w koncowym
powickszeniu 400 x w mikroskopie §wietlnym Olympus BX
40 sprzgzonym z kamerg cyfrowa Olympus Color View Il1u.
Obserwacje mikroskopowe pozwolity na analize morfolo-
gii astrocytow z ekspresja GFAP 1 S-1008 w IN. Nastepnie
przy uzyciu programu Cell*D przeprowadzono oceng licz-
by komoérek immunopozytywnych i immunonegatywnych
dla trzech badanych bialek w 100 polach o powierzchni
2,5 %107 mm? dla 10-dniowych szczuréw i 5,0 x 10~ mm?
dla 63-dniowych osobnikéw. Pomiary wykonano z wyko-
rzystaniem siatki w losowo wybranych 20 polach na kazde
zwierze. Srednia liczba komérek immunoreaktywnych dla
GFAP, S-100p 1 Ki-67 zostata okreslona wzgledem wszyst-
kich policzonych struktur w badanym obszarze. Nastgpnie
wyniki poddano analizom statystycznym w postaci sredniej
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liczby komorek z odchyleniem standardowym
w programie Statistica 8.0. Do poréwnania
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Tab. 1. IloSciowa ocena immunoreaktywnych dla GFAP, S-100p i Ki-67
komorek w IN 10-dniowych i 63-dniowych szczuréw

s'red.nich w.yko.r.zystano jednoczynnikowg Zwierzeta 10-dniowe szczury 63-dniowe szczury
analize wariancji ANOVA z testem post hoc | giawo I 1-MSG G I1-MISG
Tukeya Iub nieparametryczny test Kruskala- " "
-Wallisa. Réznice istotne statystycznie przyj- GFAP 0,34 +0,233 0,46 + 0,186 0,170,100 0,12+ 0,083
mowano dla p <0,05. S-1008 0,15+0,119 0,20+0,121* 0,15+ 0,077 0,11 +0,074*
Ki-67 0,06 + 0,058 0,14 +0,124* 0,09 + 0,065 0,08 + 0,061

Wyniki i oméwienie

Objasnienia: dane liczbowe to $rednie z odchyleniem standardowym; * w in-

U wszystkich badanych zwierzat wy-
kazano obecno$¢ immunoreaktywnych
dla GFAP i1 S-100B komorek. U 10-dnio-
wych osobnikéw podgrup I-C i I-MSG
GFAP-dodatnie astrocyty cechowaty si¢ niebieskimi,
owalnymi lub okraglymi jadrami potozonymi cen-
tralnie w skapej ilosci ciemnobrazowej cytoplazmy.
Wigkszos$¢ komoérek byta bezwypustkowa, a jedynie
niektore miaty pojedyncze, bragzowe, krotkie i nieroz-
gatezione wypustki (ryc. 1A, 1B). Liczba immunore-
aktywnych dla GFAP komoérek wzrosta istotnie staty-
stycznie u osobnikéw traktowanych MSG (I-MSG)
w poréwnaniu do podgrupy kontrolnej (I-C) zwierzat
(tab. 1).

W IN dorostych zwierzat kontrolnych (II-C) GFAP-
-dodatnie astrocyty byly gwiazdziste z centralnie po-
tozonymi niebieskimi jadrami. Od ich cial odchodzity
co najmniej trzy grubsze, skapo rozgalezione wypustki
(ryc. 1C). W podgrupie doswiadczalnej szczurow
(IT-MSG) komorki wykazywaty zr6znicowang morfo-
logi¢. Wigkszo$¢ z nich miata ekscentrycznie potozone
niebieskie, owalne lub okragle jadra oraz po przeciwnej
stronie komorki nieliczne, grube i wielokrotnie rozga-
fezione wypustki. Pozostalty immunopozytywny dla
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Ryc 1. Immunoreaktywne dla GFAP astrocty (—>) w IN (A) 10 dmowych SZCZUrow
podgrupy I-C (B) 10-dniowych szczurow podgrupy I-MSG (C) 63-dniowych szczurow
podgrupy II-C (D) 63-dniowych szczurow podgrupy II-MSG (400 x)

deksach gérnych oznacza roznice istotne statystycznie (p < 0,05); I-C podgrupa
kontrolna 10-dniowych szczuréw, I-MSG podgrupa zwierzat 10-dniowych
otrzymujacych MSG, II-C podgrupa kontrolna 63-dniowych szczuréw, II-MSG
podgrupa zwierzat 63-dniowych otrzymujacych MSG

GFAP glej byt podobny do obserwowanego u zwierzat
kontrolnych (ryc. 1D). Analizy statystyczne wykazaty
w IN 63-dniowych osobnikéw otrzymujacych MSG
istotny statystycznie spadek liczby astrocytow z eks-
presja GFAP wzgledem szczurow z podgrupy II-C
(tab. 1).

U wszystkich 10-dniowych osobnikéw astrocyty
wykazywaty obecno$¢ biatka S-100f przede wszyst-
kim w jadrach oraz ciatach komorkowych. Tylko
niektore z tych komorek zawieraly produkt reakcji
w poczatkowych odcinkach wypustek (ryc. 2A, 2B).
U 10-dniowych zwierzat traktowanych MSG (I-MSGQG)
stwierdzono w IN istotny statystycznie wzrost liczby
komorek z ekspresja biatka S-1003 w stosunku do
osobnikow kontrolnych (I-C) (tab. 1).

U dorostych szczurow podgrupy kontrolnej (II-C)
w badanym obszarze moézgowia wykazano immu-
noreaktywne dla badanego biatka gloéwnie jadra,
ciata 1 poczatkowe odcinki wypustek astrocytow
(ryc. 2C). U zwierzat otrzymujacych MSG w IN wy-
stepowaty komoérki z dwoma lub
trzema grubszymi wypustkami
dzielacymi si¢ na mniejsze oraz
astroglej o podobnej morfologii,
jak w podgrupie II-C (ryc. 2D).
Na podstawie analiz statystycz-
nych stwierdzono mniej komoérek
z ekspresja S-1008 u szczurow
podgrupy II-MSG w stosunku do
osobnikéw kontrolnych (II-C)
(tab. 1).

W IN u wszystkich badanych
zwierzat wykazano immunoreak-
tywne dla Ki-67 jadra komorkowe
(ryc. 3). Analizy statystyczne
ujawnily istotny wzrost liczby ko-
morek z ekspresja badanego biat-
ka w IN 10-dniowych osobnikow
traktowanych MSG w porow-
naniu do szczuréw kontrolnych
(I-C). Natomiast u 63-dniowych
zwierzat nie stwierdzono roznic
istotnych statystycznie w liczbie
immunopozytywnych dla Ki-67
jader komorkowych (tab. 1).
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Rye. 3. Immunoreaktywne dla Ki-67 komérki (—) w IN (A) 10-dniowych szczuréow
podgrupy I-C (B) 10-dniowych szczuréw podgrupy I-MSG (C) 63-dniowych szczurow
podgrupy II-C (D) 63-dniowych szczuréw podgrupy II-MSG (400 x)

Przeprowadzone reakcje immunohistochemiczne
wykazaly zrdéznicowang reaktywno$¢ astrogleju IN
u mtodych i1 dorostych szczuréw traktowanych MSG.
U 10-dniowych osobnikéw wzrost liczby immunore-
aktywnych dla GFAP, S-1008 1 Ki-67 astrocytow moze
$wiadczy¢ o ich proliferacji, czyli hiperplazji. Ponadto
morfologia immunopozytywnych dla GFAP komorek,
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typowa dla mtodocianych postaci
tego gleju, przemawia¢ moze
takze za wzmozong aktywnoscia
podziatowa (4). Niedojrzale i pro-
liferujace astrocyty neonatalnych
myszy w 4.-12. dniu hodowli
wyrazaja ekspresj¢ GFAP tylko
wokot jadra, w poblizu centriol
(27). Dodatkowo inni autorzy
zaobserwowali, ze podskorne
podanie MSG nowo narodzo-
nym szczurom indukuje podziat
astrogleju np. w korze czolowo-
-ciemieniowej (20). Astrocyty
najintensywniej dzielg si¢ ok.
3.-4. dnia po zadziataniu czynnika
uszkadzajacego, co obserwowano
w przebiegu wielu procesow pa-
tologicznych OUN. Reaktywne
zachowanie tego gleju indukuja
liczne czynniki morfogenne i mi-
togenne, ktore moga pochodzi¢
z aktywowanych makrofagow
i mikrogleju oraz z uszkodzonych
neuronow (8, 15, 16). Czestos¢
podziatow mitotycznych astro-
gleju wzrasta takze pod wplywem
biatka S-100pB (33). Jego interak-
cje z GFAP oddziatluja na cykl
komoérkowy, wzrost i rdznicowa-
nie astrocytéw (1). Dodatkowo
S-100B moze by¢ wydzielane do
przestrzeni zewnatrzkomorkowe;j
na skutek pobudzenia receptoréw
metabotropowych dla glutami-
nianu z grupy II (mGluR3), co
wykazano w hipokampie myszy
w modelu epilepsji (28). W prze-
strzeni zewnatrzkomoérkowej
S-100B moduluje wychwyt Glu
przez astrocyty (31). Ponadto
inicjujac proliferacje gleju, chroni
ono neurony przed ekscytotok-
sycznym uszkodzeniem, co za-
sugerowano na podstawie badan
u myszy pozbawionych genu
S-100B w modelu epilepsji (10).

W IN 63-dniowych zwierzat
podgrupy II-MSG zaobserwowa-
no odmienng reakcj¢ astrogleju,
w porownaniu z 10-dniowymi
osobnikami (I-MSG). Astrocyty pod wptywem MSG
staty si¢ hipertroficzne, najprawdopodobniej w celu
neuroprotekcji. Natomiast spadek liczby GFAP
1 S-100B-pozytywnych astrocytow wynika¢ moze
z utraty komorek. Niska zawartos¢ GFAP zwicksza
wrazliwo$¢ gleju na cytotoksyczne uszkodzenie, co
wykazano w korze mozgowej myszy po elektroko-

Ryec. 2. Immunoreaktywne dla S-100p astrocty (—) w IN (A) 10-dniowych szczuréw
podgrupy I-C (B) 10-dniowych szczuréw podgrupy I-MSG (C) 63-dniowych szczurow
podgrupy II-C (D) 63-dniowych szczuréw podgrupy II-MSG (400 x)
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agulacji lewej tetnicy $rodkowej mdzgu. Ponadto
umierajace neurony wydzielaja substancje (jony po-
tasu, wolne rodniki, kwas arachidonowy) powodujace
obrzmienie astrocytow, ktoremu towarzyszy¢ moze
rozpad gliofilamentow (30). Badania in vitro wykazaty,
ze stres oksydacyjny jest gldowng przyczyng $mierci
astrocytéw pochodzacych z kory mézgu neonatalnych
szczurow poddanych dziataniu Glu. Taki mechanizm
toksycznosci Glu zaproponowano takze, podajac przez
14 dni dorostym szczurom dozotadkowo sam glutami-
nian sodu (3 g/kg m.c.) oraz w potaczeniu z witaming
C, znang ze swoich antyoksydacyjnych wiasciwosci.
W grupie szczurdw, otrzymujacych rownoczesnie te
dwie substancje, zaobserwowano w mozdzku znaczacy
wzrost immunoreaktywnosci dla GFAP. To wskazuje
na stymulujacy wpltyw kwasu askorbinowego na astro-
cyty w celu ochrony przed cytotoksycznoscig MSG.
U zwierzat traktowanych samym MSG wykazano
apoptotyczne neurony oraz brak zmian ekspresji GFAP,
co autorzy tlumacza cytotoksycznym uszkodzeniem
astrogleju (14).

W niniejszych badaniach zréznicowana reaktywnos¢
astrocytow u mtodych i dorostych szczuréw trakto-
wanych MSG moze by¢ wynikiem zmniejszajacej si¢
z wiekiem odpowiedzi gleju na czynniki stymulujace
(morfogenne 1 mitogenne). Ponadto zmianom ulegaja
ilos¢ 1 wlasciwosci tych czynnikow, jak tez zagesz-
czenie swoistych dla nich receptorow. Dodatkowo
u szczuro6w pomiedzy 4. a 10. dniem zycia postnatal-
nego dochodzi do intensywnego wzrostu moézgowia,
co czyni ten okres rozwoju bardzo podatnym na szko-
dliwy wpltyw réznych krwiopochodnych substancji (9).

Podsumowujac, w niniejszych badaniach wykazano
zrdéznicowane reakcje astrogleju u mtodych i dorostych
szczuréw traktowanych solg sodowg kwasu glutami-
nowego. U 10-dniowych zwierzat obserwowano hiper-
plazje gleju, zas u 63-dniowych osobnikdw, utrate oraz
hipertrofi¢ astrocytdéw, co $wiadczy¢ moze o pdznej
fazie reaktywnosci. Przedstawione wyniki wskazuja,
ze charakter i stopien reaktywnosci astrogleju, w odpo-
wiedzi na zastosowany zwigzek, jest zalezny od wieku
zwierzat. W przyszto$ci mogg one by¢ wykorzystane
w ukierunkowaniu terapii wielu chorob uktadu nerwo-
wego zwigzanych z ekscytotoksycznoscig indukowang
glutaminianem. Poznanie zachowania gleju wydaje
si¢ niezbedne do okreslenia, czy przyszte interwencje
terapeutyczne powinny zwigkszac, czy ostabia¢ akty-

wacje astrocytow.
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