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Immunchistochemical evaluation of the influence of rebaudioside A on neurons
containing acetylcholinesterase (AChE) in the rat’s hippocampus and striatum

Summary

The aim of the study was to investigate acetylcholinesterase-immunoreactive neurons in the CA1 area of the
hippocampus and in the striatum (CS) of rats receiving rebaudioside A (RebA) for 15 days. RebA is a steviol
glycoside used in the production of sweeteners, and it has been shown that glycosides affect memory and learning
processes. RebA was administrated to adult rats for 15 days at 1 mg of glycoside/ml of water (group I) and
2 mg of glycoside/ml of water (group II). An indirect immunohistochemical peroxidase-antiperoxidase reaction
was performed on frontal slides containing the hippocampus and CS with the use of a monoclonal antibody
against AChE. Neurons immunoreactive for the protein were assessed morphologically and morphometrically
in hippocampal area CA1 and in the CS. Microscopical observations did not reveal significant morphological
changes in immunopositive neurons, which suggests that the glycoside had no neurotoxic effect of these cells.
Morphometric analyses did not show changes in the density of AChE-immunoreactive neurons. On the other
hand, a decrease in reaction intensity was demonstrated in hippocampal area CA1 in group I and in the CS
in both groups of animals receiving RebA. The results of our preliminary studies suggest that RebA affects

cholinergic neurons.
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Rebaudiozyd A (RebA) wyizolowano z rosliny
Stevia rebaudiana Bertoni. Substancje¢ t¢ wykorzystuje
si¢ do produkcji stodzikow (17, 24, 25). Metabolizm
RebA jest podobny u ludzi i szczurow (26). Wykazano,
ze glikozydy stewiolowe posiadajg wtasciwosci tera-
peutyczne, m.in. przeciwnadcisnieniowe, przeciwcu-
krzycowe, antyoksydacyjne, przeciwzapalne 1 prze-
ciwnowotworowe (6). Nieliczne badania fizjologiczne
1 biochemiczne wskazujg na pozytywny wplyw doust-
nego podawania ekstraktow glikozydow stewiolowych
na pami¢¢ u szczur6w oraz na zmniejszenie poziomu
acetylocholinoesterazy (AChE) w homogenatach
mozgow tych zwierzat. Ponadto karmienie szczurow
stewiozydem o podobnym metabolizmie jak RebA
odwraca zaburzenia pamigci i uczenia si¢, powodo-
wane skopolaming wywolujacg objawy jak w chorobie
Alzheimera (13-15, 19, 28).

Acetylocholina (ACh) jest gltownym neuroprze-
kaznikiem cholinergicznym w moézgu, ktory wzmaga
rozne typy kodowania engraméw pamigciowych

1 moduluje dtugotrwate wzmocnienie synaptyczne
(LTP) (11). Stezenie ACh w synapsach regulowane jest
przez AChE, ktora szybko hydrolizuje i inaktywuje ten
neuroprzekaznik (3, 29). W neuronach AChE obecna
jest w perikarionie, btonie komorkowej, aksonach,
dendrytach oraz w synapsach (2, 31).

Gtowna funkcjag hipokampa i prgzkowia jest pamigc
1 uczenie si¢. Hipokamp wiasciwy sktada si¢ z pol
CA1-CA4 podzielonych na warstwy: poczatkowa
(SO), piramidalng (SP), promienista (SR) oraz jami-
sto-drobinowg (SLM). Obszar ten odpowiedzialny jest
przede wszystkim za pami¢¢ deklaratywna (9, 10).
Prazkowie (corpus striatum — CS) nalezy do jader
podstawnych i sktada si¢ z jadra ogoniastego, skorupy
oraz gatki bladej. U szczurdw jadro ogoniaste i skorupa
nie sg od siebie oddzielone. Prazkowie odpowiada za
pamig¢ proceduralng (21).

Dotychczas nie poznano wplywu RebA na struktury
obecne w mozgowiu ssakow. Stad celem niniejszych
badan byta morfologiczna oraz morfometryczna oce-
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na immunoreaktywnych dla AChE neuronéw pola
CA1 hipokampa oraz CS u szczurdw otrzymujacych
rebaudiozyd A.

Material i metody

Zwierzeta i wstepna procedura badawcza. Do badan
uzyto 15 samcow szczurow Wistar w wieku 55 dni, o masie
ciata ok. 250-290 g. Samce utrzymywane byty pojedynczo
w oddzielnych klatkach (20°C, 30%, 12 h dzien/12 h noc).
Zwierzgta karmiono standardowa pasza LSM (Agropol,
Lublin, Polska) ad libitum, ze statym dostegpem do §wie-
zej wody. Czynniki stresogenne zostaty zredukowane do
minimum. Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode
nr 22/2013 11 Lokalnej Komisji Etycznej ds. Do§wiadczen
na Zwierzetach w Lublinie.

Po adaptacji (7 dni) zwierzeta zostaty podzielone na 2
grupy, ktore otrzymywaty po 25 ml RebA (Sigma Aldrich)
w oddzielnych poidtach przez 15 dni, w rozcienczeniach
1 mg RebA/ml wody (grupa I, 5 szt., 65 mg/kg m.c.)i2 mg
RebA/ml wody (grupa II, 5 szt. 119 mg/kg m.c.). Pozostale
samce otrzymywaty dodatkowe poidta z czysta woda i sta-
nowity grupe kontrolna (grupa K, 5 szt.). Nastepnego dnia
po ostatnim podaniu RebA zwierzeta zostaty poddane eu-
tanazji przez domig$niowe przedawkowanie 10% ketaminy
po uprzednim znieczuleniu ksylazyng. Do badan pobrano
moézgowia, ktdre utrwalono w 10% formalinie (pH = 7,0,
4°C, 12 h). Materiat zatopiono w parafinowe bloczki ruty-
nowg technikg histologiczna. Mézgowia krojono w mikro-
tomie na skrawki grubosci 8 pm zawierajace hipokamp —
A4230 um-A3750 um, oraz prazkowie — A6860 um-A5910
um zgodnie z atlasem stereotaktycznym (16).

Reakcje immunohistochemiczne. W celu wykrycia
AChE zastosowano posrednig reakcje immunohistoche-
miczng peroksydaza-antyperoksydaza (PAP). Antygeny
odmaskowano w 0,01 M roztworze buforu cytryniano-
wego (pH = 6,0) w kuchence mikrofalowej (3 x 5 min.).
W celu zahamowania aktywnos$ci endogennej peroksydazy
skrawki inkubowano w 3% H,O,. Nast¢pnie zastosowano
surowic¢ kozig (temperatura pokojowa, 20 min.) do usu-
niecia niespecyficznego podbarwienia tla. Kolejnym eta-
pem byta inkubacja skrawkéw z mysim monoklonalnym
przeciwciatem przeciwko acetylocholinoesterazie (Sigma
Aldrich, 24 h, 4°C) oraz odpowiednim gatunkowo prze-
ciwciatem drugorzedowym IgG sprzgzonym z peroksyda-
zg (Sigma Aldrich, 1 h, temp. pokojowa) rozcienczonymi
zgodnie z zaleceniami producenta. Diaminobenzydyny
(DAB, Fluka) uzyto jako chromogenu. W koncowym eta-
pie skrawki zostaty podbarwione hematoksyling Mayera
(Sigma Aldrich) w celu uwidocznienia jader komorko-
wych. Nastepnie odwodniono je w alkoholu etylowym,
przeswietlono w ksylenie i zamkni¢to w DPX (Fluka). Dla
przeprowadzonych reakcji immunohistochemicznych wy-
konano kontrolg specyficznosci, polegajaca na ominigciu
pierwszorzgdowego przeciwciala i zastgpieniu go normalng
surowicg. Mikrofotografie niezbedne do analiz jakos$cio-
wych i ilosciowych wykonano przy uzyciu mikroskopu
swietlnego BX51 (Olympus, Tokio, Japonia) sprzezonego
z kamerg cyfrowa Olympus Color View Illu.

Analiza mikroskopowa immunoreaktywnosci AChE.
Neurony immunoreaktywne dla AChE (AChE-IR) oceniano
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pod wzgledem morfologii oraz rozmieszczenia w warstwie
piramidalnej pola CA1 oraz w CS. Polilosciowo oceniono
liczbg komoérek nerwowych w skali: (—/+) nieliczne, (+)
srednio liczne, (++) liczne, (+++) bardzo liczne.

Analiza morfometryczna. Analiz¢ przeprowadzono
na podstawie uzyskanych obrazow przy uzyciu programu
komputerowego Cell*D. Wykonano oceng gestosci AChE-
-IR neurondéw jako stosunek sumy komorek immunopozy-
tywnych do wszystkich neuronow w polu CA 1 hipokampa.
AChE-IR neurony w CS byty pojedyncze i nier6wnomiernie
rozrzucone, stad nie stanowily odpowiedniego materiatu
do oceny ilosciowej gestosci komorek. Gesto§¢ neurondw
immunopozytywnych dla badanego biatka do wszystkich
komorek nerwowych liczono w 50 polach siatki o po-
wierzchni 8 x 103 mm? w caloéci pokrywajacych warstwe
SP pola CA1 hipokampa. Srednia cyfrowa intensywnos¢
immunozabarwienia AChE w neuronach pola CA1 i CS
oceniona byta na podstawie pomiaréw intensywnosci za-
barwienia cytoplazmy (w kwadracie o powierzchni 1 um?
w 100 komoérkach, w kazdej grupie). Najwyzsza mozliwa
warto$¢ zabarwienia wg modelu RGB wynosi 255 i re-
prezentuje kolor biaty, a najnizsza — 0 kolor czarny (20),
stad wyniki zostaly odwrdcone tak, aby wyzsze wartosci
reprezentowaty ciemniejszy kolor. W celu standaryzacji
roznic w ekspozycji $wiatta wykonano takze pomiary in-
tensywnosci wolnej przestrzeni (18). Wyniki przedstawiono
potilosciowo w postaci procentowego odsetka cyfrowej
intensywnosci immunozabarwienia w stosunku do maksy-
malnego zabarwienia wraz z odchyleniem standardowym.

Analiza statystyczna. Wyniki w postaci $rednich danych
liczbowych z odchyleniem standardowym opracowano sta-
tystycznie za pomocg jednoczynnikowej analizy wariancji
(ANOVA) oraz testu post hoc Tukey HSD. Rozktad nor-
malny danych oceniano za pomoca testu Shapiro-Wilka,
a homogennosci wariancji testem Levene’a. Wspotczynnik
istotnosci wszystkich testow wynosit o = 0,05. Analizy
statystyczne przeprowadzono za pomocg programu R 3.3.1
(Free Software Foundation’s GNU General Public License).

Wyniki i oméwienie

AChE-IR neurony obecne byty w SP pola CA1 hi-
pokampa oraz w CS we wszystkich badanych grupach
zwierzat. Produkt reakcji charakteryzowat si¢ rozpro-
szonym, cytoplazmatycznym immunozabarwieniem
cial neuronéw, a w niektorych komoérkach lokalizowat
si¢ punktowo przy blonie komorkowej oraz w wypust-
kach nerwowych.

W SP pola CA1 hipokampa obecne byty $rednio
liczne (+), immunoreaktywne, brazowe, piramidalne
neurony we wszystkich badanych grupach szczuréw
(K, I, IT). W grupach zwierzat I i II uzyskano podob-
ne wyniki badan morfologicznych, jak w grupie K.
Jadra neurondéw byly okragle lub owalne, potozone
centralnie w ciatach komoérek. W poczatkowych od-
cinkach dendrytow warstwy SR hipokampa widoczne
byto punktowe immunozabarwienie przy neurolemie
(ryc. 1).

We wszystkich badanych grupach szczuréw w CS
wystepowaly réznej wielkosci AChE-IR neurony.



Ryec. 2. AChE-IR neurony w CS szczuréw
Objasnienia: K — grupa kontrolna; I — grupa I; I — grupa II;
strzatka pelna — ciala komorek; strzatka przerywana — pgczki
wtokien nerwowych

Ryec. 1. AChE-IR neurony w SP pola CA1 hipokampa szczu-
row

Objasnienia: K — grupa kontrolna; I — grupa I; II — grupa II;
strzatka pelna — ciata komorek; strzatka przerywana — poczatkowe
odcinki wypustek nerwowych

Komorki te wykazywatly wrzecionowate, a takze
wieloboczne ksztalty. W centralnej cze¢sci perikario-
néw zlokalizowane byly owalne, a rzadziej okragle
jadra. Obserwacje mikroskopowe ujawnity takze
immunoreaktywno$¢ dla AChE w wigzkach widkien
nerwowych obecnych pomigdzy neuronami. Wyniki
z badan morfologicznych wykazaty jedynie slabsza
immunoreaktywno$¢ AChE w strukturach CS w grupie
I w poréwnaniu z grupami K 1 I zwierzat (ryc. 2).

Analizy morfometryczne stosunku gestosci AChE-
-IR neuronéw do wszystkich komorek nerwowych
w polu CA1 hipokampa nie wykazaty istotnych sta-
tystycznie roznic u zwierzat otrzymujacych RebA
w poréwnaniu z grupa kontrolng (ryc. 3).

W SP pola CA1 hipokampa nastgpit spadek srednie;j
cyfrowej intensywno$ci immunozabarwienia AChE
w neuronach u szczuréw otrzymujacych RebA przez
15 dni w rozcienczeniu 1 mg/ml wody w poréwnaniu
do zwierzat kontrolnych (K > I ANOVA, p < 0,05)
(ryc. 4 CAl).

W CS obecne byly stabiej immunozabarwione
dla AChE neurony w grupach zwierzat otrzymuja-
cych RebA w poréwnaniu do szczuréw kontrolnych,
w szczeg6lnosci u zwierzat w grupie II (K> 1, K> 11
ANOVA, p <0,05) (ryc. 4 CS).

Niektore badania innych autoréw wskazaty na
mozliwe negatywne, toksyczne oraz mutagenne skutki
spozywania stodzikéw stewiolowych, w tym RebA
(23, 30). W prezentowanych badaniach wtasnych
nie stwierdzono znaczacych zmian morfologicznych
w neuronach immunoreaktywnych dla AChE w war-
stwie SP pola CA1 hipokampa oraz w CS po doustnym
podawaniu RebA przez 15 dni w poréwnaniu do grupy
kontrolnej zwierzat. Badane komorki w warstwie SP
pola CA1 byly z reguly piramidalnego lub owalnego
ksztattu. W prazkowiu obserwowano rdznoksztattne
komorki nerwowe o prawidtowej budowie we wszyst-
kich badanych grupach szczuréw. Brak wptywu RebA
na struktur¢ komoérek w réznych narzadach potwier-
dzaja dane uzyskane z wczes$niejszych analiz doty-
czacych dziatania réznych stodzikéw stewiolowych
u ludzi i zwierzat (4, 7, 12, 27).

Wyniki wtasnych obserwacji mikroskopowych
ujawnity slabsza intensywnos$¢ reakcji w AChE-IR
neuronach w CS u szczuréw z grupy II. Doktadniejszy
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Ryc. 3. Stosunek gestosci AChE-IR neuronéw do wszystkich
komérek nerwowych w polu CA1 hipokampa. Srednie war-
tosci wraz z odchyleniami standardowymi
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Ryc. 4. Srednia cyfrowa intensywno$¢ immunozabarwienia dla
AChE w neuronach pola CA1 hipokampa i CS. Srednie warto-
$ci w skali péliloSciowej wraz z odchyleniami standardowymi
Objasnienie: * roznice istotne statystycznie ANOVA p < 0,05
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wynik zmian immunozabarwienia uzyskano po prze-
prowadzeniu komputerowej analizy densytometrycz-
nej badanych neurondéw. Morfometrycznie potwier-
dzono wyniki obserwacji morfologicznych. Badanie
to wykazato, ze stabsze cyfrowe immunozabarwienie
AChE wystepuje w komoérkach pola CA1 hipokampa
pochodzacego z grupy I szczuréw oraz w obu grupach
doswiadczalnych w CS.

Mimo ze absorbancja §wiatta przechodzacego przez
preparat zabarwiony chromogenem — diaminobenzy-
dyna nie odpowiada prawu Lamberta-Beera, wyniki
wskazuja na wyrazng, powtarzajaca si¢ tendencje spad-
kowa zabarwienia tego badanego enzymu w neuronach
hipokampa 1 prazkowia u zwierzat spozywajacych
w obu dawkach RebA. Ponadto wykazano, ze zawar-
to$¢ roznych antygenéw moze wystgpowaé w duzej
korelacji z intensywno$cig immunozabarwienia DAB
(20, 32). Jednolita tendencja uzyskanych wynikow
moze posrednio $wiadczy¢ o zmianie koncentracji
AChE i w konsekwencji aktywno$ci tego enzymu
w komorkach nerwowych badanych obszaréw. Trudno
natomiast wythumaczy¢ spadek intensywnosci immu-
nozabarwienia jedynie po zastosowaniu nizszej dawki
RebA w polu CA1 hipokampa. Dziatanie glikozydoéw
stewiolowych moze by¢ zalezne od r6znych czynni-
kow, np. obecnosci zewnatrzkomorkowych jonow Ca*
(1). Spadek intensywnosci immunozabarwienia AChE
moze posrednio §wiadczy¢ o hamowaniu tego enzymu,
co prowadzi do zwigkszenia stezenia ACh w synap-
sach i taczenia si¢ tego neuroprzekaznika z wigksza
iloscig receptorow (29). Zjawisko to moze wptynaé
pozytywnie na pami¢é. Wykazano, ze poziom ACh
wzrasta nawet o 60% w hipokampie w trakcie uczenia
sie. W CS wyrazny wzrost (30-40%) aktywnosci tego
neuroprzekaznika nastepuje nieco pozniej, co $wiadczy
o aktywacji w pierwszej kolejnosci osrodkéw odpo-
wiedzialnych za pamig¢¢ deklaratywna, a nastgpnie
osrodkoéw odpowiedzialnych za pami¢¢ proceduralng
(5, 22). Ponadto badania wskazuja, ze zwigkszanie
poziomu ACh poprzez infuzje antagonistow AChE
w hipokampie i korze srodwechowej odwraca nega-
tywne dziatanie agomsty receptorow GABA ostabia-
jacych procesy pamieci i uczenia si¢. Podobny efekt
uzyskano, stosujac stewiozyd, glikozyd z rosliny
stewia, u szczurdw otrzymujacych skopolaming, ktora
znaczaco zwigkszyta aktywnos$¢ AChE w neuronach
w poréwnaniu do grupy kontrolnej zwierzat. Doustne
podanie stewiozydu zredukowato ten efekt, obnizajac
aktywno$¢ badanego enzymu w mézgu. Ponadto ba-
dania te wykazaty, ze stodzik stewiolowy znosi wywo-
tany przez skopolamlne; stres oksydacyjny w mozgu
redukujac poziom glutationu oraz zwigkszajac poziom
kwasu tlobarblturanowego (8, 28). Nieliczne publika-
cje OplSll_]E} pozytywny wplyw stodzikoéw stewiolowych
na pamiec i uczenie 516; Alkoholowy ekstrakt ze Stevia
rebaudiana, zawierajacy m.in. RebA jako jeden z gli-
kozydow, podawany doustnie w dawkach 50, 1001200
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mg/kg m.c. przez 16 dni znaczaco poprawit mozliwosci
uczenia si¢ oraz pami¢¢ u mtodych (4-6-miesigcznych)
1 starych (24-28-miesigcznych) szczuréw. Badany
roztwér w najwyzszej dawce istotnie zredukowat
aktywno$¢ AChE u mtodych szczuréw. U 2-letnich
zwierzat, aktywno$¢ tego enzymu byta znaczaco nizsza
w poréwnaniu do grupy kontrolnej juz po otrzymaniu
najnizszej dawki ekstraktu. Autorzy ttumacza, ze uzy-
skany efekt moze by¢ przypisany antyoksydacyjnym
1 przeciwzapalnym wiasciwosciom stewii (14, 15).

Niewiele badan przeprowadzono odnos$nie do wpty-
wu glikozydéw stewiolowych na osrodkowy uktad
nerwowy. Wyniki wlasne wskazuja, ze RebA wptywa
na immunoreaktywno$¢ AChE w neuronach pola CA1
hipokampa i CS w obu badanych rozcieficzeniach po
15 dniach podawania. Na tej podstawie mozna przy-
puszczaé, ze badany glikozyd stewiolowy poprzez
efekt na neurony cholinergiczne moze pozytywnie
wplywaé na procesy pamigci i uczenia si¢, jednakze
stodzik ten nie ma znaczacego dzialania na morfologi¢
komorek nerwowych. RebA nie moze by¢ uwazany za
lek na demencje, lecz moze znalez¢ swoje zastosowa-
nie jako suplement w leczeniu cukrzycy polaczonej
z utratg pamigci. Uzyskane wyniki badan wiasnych sa
wstepnymi obserwacjami i muszg by¢ potwierdzone
dodatkowo badaniami wptywu stodzikow stewiolo-
wych na struktury mozgowia.
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