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Influence of monosodium glutamate on calretinin immunoreactivity
in the dorsal raphe nucleus in adult rats

Summary

The aim of this study was to investigate changes of calretinin immunoreactivity in neurons and neuropil
of the dorsal raphe nucleus (DRN) after subcutaneous administration of monosodium glutamate (MSG) to
adult rats. Studies were conducted on 60-day-old male rats. The animals were divided into a control group
(C) and two other groups receiving MSG at a dose of 2 g/kg b.w. (I) and 4 g/kg b.w. (II) subcutaneously for
3 consecutive days. Imnmunohistochemical peroxydese-antiperoxydase reaction was conducted with the use
of a specific anti-calretinin (CR) antibody on brain slides containing DRN of 63-day-old rats. The cells and
neuropil were morphologically and morphometrically analysed under the light microscope Olympus BXS51.
Statistically significant differences were studied with ANOVA and nonparametric Kruskal-Wallis test. In
63-day-old rats, in DRN: dorsal (DRNd), ventral (DRNv) and interfascicular (DRNif) parts, in animals receiving
MSG (I and II), there was a decrease in CR- immunoreactivity in neurons and neuropil in comparison to
control rats. Only in the ventrolateral part (DRNvI) a few intensively stained CR-immunoreactive cells were
demonstrated. Light microscope observations were confirmed by morphometric analyses. In the DRNd and
DRNYv of rats receiving MSG (I and II) a decrease in average CR-immunoreactive neuron density was shown
in comparison to the C group. In the DRNVI part, a statistically significant decrease in the analysed parameter
was present only in I group of animals. Conversely, in DRNif no statistically significant differences were
shown between studied groups of rats. In the DRN of animals receiving MSG (I and II) a decrease in average
digital immunostaining intensity for CR occurred in neurons and neuropil. The obtained results demonstrated
a decrease in CR immunostaining intensity level in neurons and neuropil and a decrease in density of studied
protein immunoreactive cells under the influence of subcutaneous administration of MSG to adult rats. These
results suggest that MSG may cause neuronal death as a result of oxidative stress or it can alter a calretinin
conformation in cells after binding to calcium ions.
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Glutaminian sodu (MSG) jest sola sodowg kwasu
glutamlnowego ktorego formg anionowg jest gluta-
minian (Glu) nalezacy do biogennych aminokwaséw
(10). Glu jako gtowny, pobudza] acy neuroprzekaznik
uczestniczy w rozwoju i prawidtowe;j aktywnosm
osrodkowego uktadu nerwowego (OUN). W mozgo-
wiu aminokwas ten wystgpuje w ok. 80-90% synaps
(24, 25). Glu odgrywa istotng rolg¢ w r6znych szlakach
metabolicznych m.in. stanowi bezposredni substrat
do produkcji glutaminy w astrocytach, a w neuronach
powstaje z niego kwas y-aminomastowy (GABA).
Neuroprzekaznik ten stymuluje receptory glutaminia-

nowe wptywajace na neuronalng plastycznos¢ zarowno
w warunkach fizjologicznych, jak i patologicznych
(24). W przestrzeni zewnatrzkomorkowej stgzenie
Glu wynosi od 0,5 do 2 uM, co zapewnia prawidlowe
przekaznictwo nerwowe. W duzym stezeniu dziata on
jako neurotoksyna, prowadzqc do nadmiernej stymula-
¢ji, uszkodzenia, a nawet smierci komorek nerwowych
1 glejowych. Jego neurotoksyczny wptyw wykazano
w wielu obszarach mézgowia zwierzat otrzymujacych
MSG. Stopien uszkodzenia struktur jader nerwowych
zalezny byl od drogi, dawki i czasu podawania tego
zwiazku. Uszkodzenie komorek stwierdzono w jadrze
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ukowatym podwzgoérza oraz w korze przedczotowej
moézgu u neonatalnych osobnikow (7-9, 12, 14, 17, 29,
30). Po doustnym podawaniu MSG w dawkach 40 1 80
mg/kg m.c. przez 28 dni dorostym myszom wykazano
strukturalne zmiany neurondw, jak i reaktywne astro-
cyty w korze mdzgu, w hipokampie oraz w mozdzku
(29). Zwyrodnienie komoérek nerwowych stwierdzono
w hipokampie szczurow, ktore przez 10 dni otrzymy-
waly droga doustna i podskorng MSG (7). Inne badania
ujawnily, ze podawany z pokarmem przez 14 dni MSG
w dawce 3 g/kg m.c./dzien wywolal zmiany degenera-
cyjne neuronéw w moézdzku dorostych szczurow (8).

Jadro grzbietowe szwu (dorsal raphe nucleus — DRN)
jest obustronnym obszarem pnia mozgu, lokalizujacym
si¢ pod brzuszng czescig istoty szarej okotowodocia-
gowej srodmozgowia. U ssakdw opisano anatomiczng
1 funkcjonalng topografi¢ oraz chemoarchitekture
tego obszaru (1, 15, 26). U szczura DRN sktada si¢
z kilku czgéci zawierajacych rézne neurony (21, 26).
W obszarze tym najwigksza populacje stanowig sero-
toninergiczne komorki, ktére sg zrédtem unerwienia
neurondéw obecnych w podwzgoérzu, we wzgorzu,
w jadrach podstawnych, w jadrach ciala migdatowa-
tego oraz w korze mozgu. Ponadto w DRN znajduja
si¢ takie substancje, jak: Glu, dopamina, GABA, neu-
ropeptyd Y, substancja P. Do neuronéw DRN docho-
dzg wtokna nerwowe z rdznych obszaréw mozgowia
(6, 27). Dzieki roznorodnosci polaczen i obecnosci
wielu substancji chemicznych obszar ten odgrywa
role w fizjologicznych i1 behawioralnych funkcjach.
DRN zaangazowane jest m.in.: w sen i w czuwanie,
w pobieranie pokarmu, w pobudzenie i niepokdj oraz
W uczenie si¢ i w zapamietywanie (1, 11, 18, 27, 36).

Kalretynina (CR) nalezqca do rodzmy ,,EF-hand”
biatek wigzacych wapn peinl 1st0tnq funkcje w utrzy-
maniu homeostazy jonow wapnia w neuronach. CR
jako buforowe i sensoryczne biatko uczestniczy w bio-
logicznych procesach (31). W DRN szczuréw oraz na-
czelnych opisano immunoreaktywne dla CR komorki
(CR-IR) o réznej wielkosci i ksztaltach (2, 6).

Ze wzgledu na wykazany wczes$niej neurotoksyczny
wplyw nadmiaru Glu w wielu obszarach mézgowia,
celem niniejszych badan byto przesledzenie zmian
immunoreaktywnosci CR w DRN po podskérnym
podawaniu MSG dorostym szczurom.

Materiat i metody

Do doswiadczen uzyto 15 szt. (240-250 g m.c.) 60-dnio-
wych samcow szczurow Wistar. Wszystkie zwierzeta trzy-
mano w klatkach (temperatura 20-22°C, 60% wilgotno$ci
powietrza, cykl dobowy 12 h dzien/12 h noc). Szczury
miaty staty dostep do standardowej paszy LSM i do wody.
Na przeprowadzenie eksperymentdow uzyskano zgode nr
7/2011 II Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na
Zwierzetach w Lublinie. Zwierzeta losowo podzielono na
trzy grupy do$wiadczalne (po 5 szt.): grupe kontrolng (C)
oraz dwie grupy otrzymujace przez 3 kolejne dni podskornie
glutaminian jednosodowy (MSG — L-Glutamic acid mono-
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sodium salt monohydrate, kod produktu 49621, Sigma-Al-
drich, St. Louis, Missouri, USA) w dwoch dawkach: grupa |
(D—2 g/kgm.c. igrupa Il (I) — 4 g/kg m.c. Grupie C zwie-
rzat podawano przez 3 kolejne dni tg samg drogg 0,9% sol
fizjologiczng w objetosci odpowiadajacej objetosci MSG.
Po 24 godzinach od ostatniej iniekcji 0,9% NaCl i MSG
usmiercono 63-dniowe szczury. Natychmiast wyjmowano
moézgowia, ktore utrwalano w swiezej, zbuforowanej 10%
formalinie (pH = 7,0, temperatura 4°C przez 12 h) i zatopio-
no w parafinowe bloczki rutynowg technikg histologiczng.
Material pochodzacy od kazdego szczura krojono na 4 um
czotowe skrawki (P 160 um-P 480 um, zgodnie z atlasem
Koénig and Klippel) (19), po czym umieszczano je na szkiet-
kach podstawowych SuperFrost Plus.

W celu wykrycia CR w DRN zastosowano immunohisto-
chemiczng posrednia metode peroksydaza-antyperoksydaza
(PAP). Skrawki mozgowia zawierajace DRN wszystkich
zwierzat (C, 1 i II) barwiono rownoczes$nie i w seriach.
Zgodnie z rekomendacja producenta (Sigma-Aldrich, St.
Louis,Missouri, USA), wszystkie przeciwciata i reagenty
rozcienczane byly w 0,5 M buforze trisowym (Tris buffered
Saline kod produktu T5912) o pH = 7,6, w ktorym takze
ptukano skrawki po ich zastosowaniu. Dla usunigcia ak-
tywnos$ci endogennej peroksydazy zastosowano 3% H. O
przez 30 min. w temperaturze pokojowej. Nastepnie skrawki
inkubowano z surowica kozig (kod produktu G9023, Sigma-
-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) przez 20 min., w tem-
peraturze pokojowej w celu zablokowania niespecyficznej
reakcji. Kolejno zastosowano pierwszorzedowe monoklo-
nalne krélicze przeciwciato przeciwko CR (C7479, rozcien-
czenie 1 : 2000) przez 24 h w 4°C. Jako drugorzedowego
przeciwciata uzyto koziego monoklonalnego przeciwciata
przeciwko kroliczym IgG (A9169, 1 : 400) przez 1 h w tem-
peraturze pokojowej. Chromogenem zastosowanym w bar-
wieniu byt czterochlorek 3,3’ dwuaminobenzydyny (DAB)
przez 30 min. w temperaturze pokojowej. Nastepnie skrawki
ptukano w destylowanej H,O, dobarwiano hematoksyling
Mayera i zamykano w DPX (Fluka, Buchs, Schwitzerland).
Negatywna kontrole specyficznosci reakcji przeprowadzono
z omini¢ciem pierwszorzedowego przeciwciala i zastapie-
niem go surowicg kozig. Pozytywng kontrole wykonano
zgodnie z zaleceniami producenta. Immunoreaktywnos¢
dla CR w poszczeg6lnych czgsciach DRN tj.: w grzbie-
towej (DRNA), w brzusznej (DRNvV), w boczno-brzusznej
(DRNvI) oraz w miedzypgczkowej (DRNif) analizowano
i fotografowano w mikroskopie swietlnym Olympus BX51
(Olympus, Tokyo, Japan) z kamera cyfrowg (Olympus Color
View IlI) i z oprogramowaniem Cell"D.

W preparatach przesledzono dystrybucje, ksztatty oraz
wielko$¢ CR-IR neuronow w poszczegdlnych czeéciach
DRN. Ponadto okre$lono stopien intensywnosci immuno-
zabarwienia neuron6éw i neuropilu jako: brak, nieznaczny,
umiarkowany, intensywny.

Morfometrycznie oceniano gestos¢ pozytywnych dla CR
komorek w losowo wybranych 20 zdjeciach (35 906,44 um?)
z kazdej czesci DRN. Wyniki poréwnano i przedstawiono
w postaci sredniej gestosci CR-IR komorek w badanym
polu powierzchni. W losowo wybranych neuronach (po 50
na kazda badang cz¢$¢ DRN) wykonano pomiar intensyw-
nos$ci zabarwienia cytoplazmy (w kwadracie o powierzchni
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1 um?). Wyniki zostaty odwrocone tak, aby wyzsze war-
tosci reprezentowaty ciemniejszy kolor oraz wystandary-
zowane, w celu uniknigcia réznic w ekspozycji $wiatla
(23, 28). Uzyskane dane przedstawiono w postaci $redniej
cyfrowej intensywnos$ci immunozabarwienia w ou/pum?
(optical units/um?) z odchyleniem standardowym. Pomiar
intensywnosci zabarwienia neuropilu wykonano w 20 lo-
sowo wybranych polach o powierzchni 400 um? w kazdej
cze$ci DRN. Wyniki odwrécono, wystandaryzowano oraz
przedstawiono w postaci sredniej cyfrowej intensywnosci
immunozabarwienia w ou/400 um? (optical units/400 pm?)
wraz z odchyleniem standardowym (23). Za pomoca jedno-
czynnikowej analizy wariancji ANOVA uzyskane wyniki
w postaci $rednich z odchyleniem standardowym porow-
nano statystycznie. Rozktad normalny danych oceniano za
pomocg testu Shapiro-Wilka. Dane nie spelniajace warunku
normalnosci rozktadu porownywane byly za pomoca nie-
parametrycznego testu Kruskala-Wallisa. Poziom istotnosci
wszystkich testow wynosit o = 0,05. Analizy statystycz-
ne przeprowadzono za pomoca programu R 3.3.1 (Free
Software Foundation’s GNU General Public License, http://
wWww.r-project.org/).

Wyniki i oméwienie
Nasze badania uj awnily obecno$¢ immunoreaktyw-

nych dla CR neuronéw w DRN we wszystkich grupach
63-dniowych szczuréw. Komorki te wyrazaty zrozni-

Ryc 1. Immunoreaktywno$¢ dla CR w neuronach i neuropllu DRN (A - DRNd, B -
DRNvI, C — DRNv, D — DRNif) 63-dniowych szczuréow z grup: C (1), I (2) i I1 (3) (400 x)
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cowany stopien intensywnos$ci immunozabarwienia
dla badanego biatka oraz r6zng wielko$¢ i ksztatty.

W DRNd szczuréw pochodzacych z grupy kontro-
Inej CR-IR neurony wykazywaly brak, nieznaczny,
umiarkowany oraz intensywny stopien immunozabar-
wienia dla badanego biatka. Komoérki cechowaty sig
roznymi ksztattami 1 wielkos$cig. Mate neurony byty
okragle lub owalne, za$ $redniej wielko$ci miaty wrze-
cionowate ksztatty. Ponadto obserwowano pojedyncze,
duze, wieloksztattne komorki (ryc. 1-1A). W DRNvl
zlokalizowane byty mate i okragte, $redniej wielkos$ci
1 wrzecionowate oraz duze i réznoksztaltne komorki
0 nieznacznym i umiarkowanym stopniu immunoza-
barwienia dla CR. Niektore male i duze neurony nie
wykazywaty produktu reakcji (ryc. 1-1B). W DRNv
wystepowaty roznoksztattne komorki nerwowe
z nieznaczng, umiarkowang i intensywng immuno-
reaktywnos$cig dla badanego biatka. Ponadto obecne
byty komorki bez brazowego produktu reakcji immu-
nohistochemicznej (ryc. 1-1C). W DRNif nieznaczne
1 umiarkowane immunozabarwienie dla CR obser-
wowano we wrzecionowatych i okraglych, o réznej
wielkos$ci neuronach. Ponadto wykazano komorki bez
produktu reakcji dla CR (ryc. 1-1D). We wszystkich
badanych czg¢sciach DRN neuropil charakteryzowat
si¢ umiarkowang intensywno$cig immunozabarwienia
(ryc. 1-1A, 1B, 1C, 1D).

W DRN zwierzat otrzymuja-
cych MSG (I 1 II) zaobserwo-
wano znaczny spadek immuno-
reaktywnosci dla CR, zaré6wno
w neuronach, jak i neuropilu
w poréwnaniu do szczurow kon-
trolnych. Wickszos¢ komorek
nie wykazywala produktu re-
akcji dla badanego bialka (ryc.
1-2A, 2B, 2C, 2D, 3A, 3B, 3C,
3D). Jedynie w DRNvl wyka-
zano nieliczne, owalne 1 wrze-
cionowate komoérki nerwowe
intensywnie immunozabarwione
dla CR (ryc. 1-3B).

Analizy morfometryczne po-
twierdzity obserwacje w mi-
kroskopie swietlnym. W DRNd
1 DRNv szczuréw otrzymujg-
cych MSG (I 1 II) wykazano
spadek sredmej g@stosc1 CR-IR
neuronow w porownaniu z grupa
kontrolng zwierzat. W czesci
DRNvI istotny statystycznie
spadek analizowanego parame-
tru wystapit tylko w grupie I
zwierzat. Natomiast w DRNif
nie wykazano roznic istotnych
statystycznie pomigdzy bada-
nymi grupami (ryc. 2). Ponadto
w DRN wszystkich szczurow,



Med. Weter. 2019, 75 (7), 426-430

ktérym podawano MSG (I 1 II), stwierdzono spadek
$redniej intensywno$ci immunozabarwienia zarowno
CR-IR neuronoéw, jak i neuropilu (ryc. 3 i ryc. 4).

Zmniejszenie immunoreaktywnosci CR w neu-
ronach 1 neuropilu szczuréw otrzymujacych MSG
moze mie¢ zwigzek ze wzrostem stezenia Glu we
krwi oraz w przestrzeni zewnatrzkomoérkowej w DRN.
W badaniach in vitro ludzkich komoérek $rodbtonka
pochodzacych z wlosniczek mozgowia stwierdzono,
ze nadmiar tego aminokwasu aktywuje receptory
N-metylo-D-asparaginianowe (NMDA) i prowadzi do
utraty integralnosci tych komorek. Powyzsze zmiany
moga powodowaé zwigkszenie przepuszczalnosci
bariery krew—mozg i tym samym wzrost stezenia Glu
w przestrzeni zewnatrzkomorkowej (32).

Nadmiar Glu jest cytotoksyczny, co pozostaje w §ci-
stym zwigzku z dtugotrwatym, silnym pobudzeniem
receptorow NMDA, przedtuzajaca si¢ depolaryzacja
bton komérkowych, dokomérkowym naptywem jonoéw
Ca?" oraz aktywacja zaleznych od wapnia reakcji en-
zymatycznych. W neuronach prowadzi to do aktywacji
fosfolipazy A, syntetazy tlenku azotu oraz produkcji
kwasu arachidonowego, tlenku azotu, jonéw nadtlen-
kowych i silnie toksycznego nadtlenku azotu. Tlenek
azotu uszkadza jadrowy DNA, hamuje mitochondrial-
ne procesy tlenowe. Ponadto nadmierna produkcja
reaktywnych form tlenu wywotuje stres oksydacyjny
1 w konsekwencji uszkodzenie oraz rozpad neurondw.
Stres oksydacyjny moze zatem odgrywa¢ wazng role
w neurodegeneracji wywolanej podawaniem MSG (16,
22, 34). Teze te potwierdzajg liczne badania, w ktorych
dobrze udokumentowano ekscytotoksyczny wplyw
MSG na struktury uktadu nerwowego u dorostych
zwierzat (5, 34). W korze mozgu i mézdzku oraz w hi-
pokampie u dorostych myszy po doustnym podawaniu
MSG (w dawce 40 1 80 mg/kg m.c.) przez 28 dni wyka-
zano zmiany w postaci uszkodzen neurondéw. Ponadto
w badaniach przedstawiono spadek poziomu dysmuta-
zy ponadtlenkowej 1 katalazy oraz wzrost tlenku azotu
wraz ze wzrostem podawanej dawki (29). Natomiast
u 7-tygodniowych myszy otrzymujacych przez 21 dni
doustnie MSG (500 mg/kg m.c.) wzrastaly poziomy
dialdehydu malonowego i glutationu w mozgowiu.
Autorzy sugeruja wystapienie stresu oksydacyjnego
pod wptywem MSG (35).

w normalnych i patologicznych warunkach komorki
zawierajace CR pelnlq rolg protekcyjng przeciwko
nadmiarowi wapnia. Ponadto wykazano, ze sg one
oporne na uszkodzenia. Jednakze w przebiegu duzej
depresji, w niedokrwieniu, w niedotlenieniu mozgu,
w epilepsji, w udarze obserwowano spadek ekspresji
tego biatka w korze mozgu (3). Nadmiar oraz ciaggla
obecno$¢ Glu w przestrzeni pozakomorkowej moga
uszkadza¢ neurony zawierajace CR. Tym thumaczy¢
mozna obserwowany w naszych badaniach spadek
gestosci immunoreaktywnych dla CR komorek w DRN
szczurow po podawaniu MSG. Natomiast zmniejszenie
stopnia intensywnos$ci immunozabarwienia neuropilu
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Ryc. 2. Srednia gesto$é¢ neuronéw w DRNd, DRNvI, DRNYv,
DRNif zwierzat z grup: C, i Il z odchyleniem standardowym
Objasnienia: *roznice istotne statystycznie ANOVA (p < 0,05);
**roznice istotne statystycznie Kruskal-Wallis (p < 0,05)

250
200+

150 ” = i~
100

50

Oa

nlclilu]clifu]c]i]n
DRNd DRNvI DRNv DRNif

Ryc. 3. Srednia intensywno$¢ immunozabarwienia dla CR
w neuronach DRNd, DRNvl, DRNv, DRNif zwierzat z grup:
C, i1l z odchyleniem standardowym
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Ryc. 4. Srednia intensywno$¢ immunozabarwienia dla CR
w neuropilu DRNd, DRNvl, DRNv, DRNif zwierzat z grup:
C, i1l z odchyleniem standardowym

Objasnienia: jak na ryc. 2.

mozna wigza¢ ze spadkiem stopnia zabarwienia CR
we wtoknach nerwowych i ich zakonczeniach synap-
tycznych. CR zlokalizowane jest gltdéwnie w GABA-
ergicznych hamujacych interneuronach (4, 31). Dobrze
poznano funkcje interneurondéw zawierajacych CR
W utrzymaniu neuronalnej homeostazy, a w szczegol-
nosci dystrybucje tych komorek 1 potaczenia w korze
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moézgu u gryzoni, naczelnych, w tym ludzi. Neurony
zawierajace CR lacza si¢ miedzy soba, jak rowniez
z komoérkami posiadajagcymi inne biatka wigzace
wapn, jak parwalbuming i kalbindyn¢. W ten sposob
odgrywaja role w kontroli neuronalnych obiegdw (33).
Immunopozytywne dla CR aksony lokalnych GABA-
ergicznych neurondw tworzg liczne, symetryczne
synapsy wyltacznie na dendrytach innych GABA-
ergicznych neuronéw. Badania hipokampa z uzyciem
podwojnego immunobarwienia neuronéw dla CR
1 kalbindyny D28k (CB) wykazaty, ze immunoreak-
tywne dla CR komorki bogato unerwiajg interneurony
z CB. Ponadto opisano wtokna nerwowe zawierajace
CR dochodzace do wypustek GABA-ergicznych ko-
morek koszyczkowych wykazujacych wazoaktywny
peptyd jelitowy 1 somatostatyng. W ten sposob immu-
noreaktywne dla CR neurony mogg odgrywac istotna
role w kontroli synchronizacji aktywnosci innych
interneuroné6w GABA-ergicznych, wplywajac tym
samym na aktywnos$¢ hipokampa (13). Podobnie jak
w innych obszarach mozna przypuszczac, ze obecne
w DRN neurony zawierajace CR naleza do populacji
GABA-ergicznych interneuronéw i ich utrata wptywac
moze na aktywnos$¢ hamujacych, neuronalnych sieci.
Jednakze spadek immunoreaktywnosci CR obserwo-
wany we wtasnych badaniach nie musi by¢ zwigzany
ze $miercig neuronéw. Nadmierny naptyw Ca®" do
komorek i przytaczanie tych jonéw do CR moze po-
wodowa¢ zmiany konformacyjne biatka, prowadzac
do zmian jego immunoreaktywnosci (20, 37).

Badania wiasne wykazaty spadek stopnia intensyw-
nosci immunozabarwienia kalretyniny w neuronach
1 w neuropilu oraz spadek gestosci tych komorek pod
wptywem podskdérnego podawania MSG dorostym
szczurom. Wyniki te sugeruja, ze MSG moze powodo-
wac¢ $mier¢ neurondéw na skutek stresu oksydacyjnego
lub zmienia¢ w komoérkach konformacje kalretyniny
po przytaczeniu jondw wapnia. W zakresie tym musza
by¢ prowadzone dalsze badania morfologiczne, bio-
chemiczne 1 fizjologiczne.
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