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Summary

The aim of the study was to determine the localization of estrogen receptors ¢ in the parahippocampal
gyrus (gyrus parahippocampalis) following 175 application in ovariectomized rabbits. Studies were carried
out using an immunocytochemical method. Estrogen receptors  immunoreactivity in neurons and astrocytes
were detected in the cellular layers of parasubiculum, perisubiculum and entorhinalis region. However ERx
immunoreactivity was not detected in astrocytes ovariectomized rabbits in the experimental group where
there was no E2 application. On the other hand, the neurons showed very weak colorization. The results
obtained indicate that the structure of rabbit parahippocampal gyrus is under the influence of estrogen, which

causes an increase in ERa expression.
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Do zakretu przyhipokampowego (gyrus parahippocam-
palis) naleza: przedpodpora (presubiculum), przypodpora
(parasubiculum) 1 pole srodwechowe (area entorhinalis).
Obszar ten jest zwigzany m.in. z procesami zapamigtywa-
nia i uczenia si¢. Podpora (subiculum), nalezaca do tworu
hipokampa (formatio hippocampi), przechodzi w kilkuwar-
stwowa przedpodpore (presubiculum). Presubiculum utwo-
rzone jest z szerokiego pasma komorek nerwowych, w kto-
rym stwierdzono obecnos$¢ 4 warstw — trzy warstwy
komorkowe i jedna brzezna. Przedpodpora zagina sig
dobrzusznie i przechodzi w strukturg zwana przypodpora
(parasubiculum), ktora rGwniez posiada czterowarstwowa
budowg sktadajaca sig¢ z jednej warstwy brzeznej i trzech
warstw komorkowych. Przypodpora przechodzi w pole
srodwechowe (12, 14).

Wiele obszarow moézgowia dorostych ssakow znajduje
si¢ pod wptywem estrogendw, ktore oddziatywuja zarow-
no na neurony, jak i astrocyty przez receptory estrogeno-
we. Astrocyty pobudzone estrogenem uwalniaja czynniki
neutroficzne zapobiegajace $mierci neuronow (4). W tych
komorkach glejowych wykryto receptory estrogenowe
(ERa). Estrogeny wptywaja na dojrzewanie neurondw
1 astrocytow, ich przezywalnos¢, a w konsekwencji moga
prowadzi¢ do rozwoju choréb neurodegeneracyjnych wraz
z wiekiem. W dostgpne;j literaturze mato jest danych doty-
czacych wplywu estrogenow i wystgpowania ERa w moz-
gowiu krolika (1). Kréliki, jako poliestralne, sa interesuja-
cym obiektem badawczym, poniewaz nie wykazuja cykli
rujowych jak inne gatunki.

Celem badan bylto okre$lenie wptywu 178 estradiolu (E2)
na ekspresje immunoreaktywnosci ERa w neuronach
1 astrocytach zakrgtu przyhipokampowego krolikow pod-
danych owariektomii (OVX). Byto nim réwniez poréwna-
nie intensywno$ci immunozabarwienia ERa astrocytow
u samic OVX z krélikami OVX, ktéorym podawano E2.

Materiat i metody

Do badan uzyto 5 samic krolikoéw w wieku od 4 do 5 lat. Sami-
ce te poddano obustronnej owariektomii (OVX), w pelnym znie-
czuleniu ogélnym 5% ketaming w dawce 30 mg/kg m.c. Materiat
do badan stanowit zakret przyhipokampowy (presubiculum, pa-
rasubiculum 1 area entorhinalis). Kroliki podzielono na dwie gru-
py doswiadczalne. Pierwsza grupg stanowity 2 samice, ktore nie
otrzymywaty 178 estradiolu (E2), a materiat do badan pobierano
4 tyg. po owariektomii (OVX). Druga grupa to 3 owariektomizo-
wane samice (OVX + E2), ktorym po 4 tyg. od OVX dozylnie
podawano przez 7 kolejnych dni E2 (Mesalin firmy Polfa). Kro-
liki po 24 h od ostatniego podania E2 poddano eutanazji morbi-
talem. Pobrany materiat utrwalono i wykonano parafinowe skrawki
o grubosci 4 um. Nastepnie przeprowadzono immunocytoche-
miczna reakcje wykrywania ERa w zakrecie przyhipokampowym
metoda DAKO LSAB+Kit Peroxidase. Skrawki inkubowano
z pierwotnym, monoklonalnym przeciwcialem mysim anty-ERa
NCL-L-ER-6F11 (firmy Novocastra), potem z monoklonalnym
wtornym biotynylowanym anty-mysim IgG (firmy DAKO).
Nastepnie skrawki inkubowano z kompleksem strepotowidyna-
-peroksydaza (firmy DAKO). Jako chromogenu uzyto DAB (3,3’-
-diaminobenzidine tetrahydrochloride firmy DAKO). Dodatko-
wo skrawki podbarwiono hematoksyling Mayera. Otrzymano kon-
cowy, nierozpuszczalny produkt reakcji o rd6znej intensywnosci
brazowego zabarwienia. Kontrolg specyficznosci reakcji wyko-
nano omijajac pierwotne przeciwciato dla antygenu lub zastgpo-
wano je normalna surowica krolicza; w preparatach nie zaobser-
wowano produktu reakcji. Immunoreaktywne ERa neurony
i astrocyty zakretu przyhipokampowego ogladano i fotografowa-
no w mikroskopie optycznym Jenaval (Zeiss).

Wyniki i omowienie
U samic krolikéw z pierwszej grupy doswiadczalnej po
OVX, bez podawania E2, od ktoérych pobrano materiat do

badan po 2 tygodniach, astrocyty cechowaly si¢ brakiem
immunoreaktywno$ci ERa i podbarwione byty jedynie he-
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Ryec. 1. Slaba immunoreaktywnos$¢ ERa

w astrocytach presubiculum OVX Kkroli-
kow (pow. ok. 450 x)

matoksyling Mayera na niebiesko we wszystkich warstwach
komorkowych presubiculum, parasubiculum oraz area
entorhinalis. Neurony wykazywaly bardzo stabe immuno-
zabarwienie ERa we wszystkich wyzej opisanych struktu-
rach (ryc. 1).

W drugiej grupie krolikow po OVX + E2, od ktorych
material pobrano po 24 h od zaprzestania podawania estra-
diolu, obserwowano intensywnie immunozabarwione ER«
w neuronach oraz astrocyty o rdéznej intensywnosci brazo-
wego immunozabarwienia w warstwach komorkowych pre-
subiculum, parasubiculum oraz area entorhinalis. Za astro-
cyty przyjeto komorki znacznie mniejsze od neurondéw. Na
podstawie immunozabarwienia okreslono wewnatrzkomor-
kowa lokalizacje ERa w astrocytach. Immunoreaktywnos¢
we wszystkich badanych obszarach lokalizowala si¢ zwlasz-
cza w cytoplazmie cial komoérkowych i niektoérych glow-
nych wypustkach oraz w niektérych jadrach komoérkowych
astrocytow. Nalezy zaznaczy¢, ze nie wszystkie astrocyty
badanych obszaréw wykazywaly immunozabarwienie
(ryc. 2, 3).

U dorostych osobnikéw E2 oddziatywuje nie tylko na
obszary wlaczone w procesy neurohormonalne, ale takze
na inne pola mézgowia, przyczyniajac si¢ do zmian morfo-
logicznych i czynnos$ciowych astrocytéw w celu prawidto-
wego funkcjonowania neuronow (6, 7, 9). Astrocyty sa
najliczniejszymi komorkami glejowymi, stuzacymi do
utrzymania homeostazy mézgowia wlaczone sa w remode-
lacje synaps oraz neuroprotekcjg¢. Estrogen stymuluje astro-
cyty do uwalniania czynnikéw neurotroficznych (4). Wy-
stepowanie ERa w astrocytach wykryto, zas w innych ko-
morkach glejowych sugeruje si¢ ich brak (8). Podobnie jak
w badaniach wlasnych zakrgtu przyhipokampowego u OVX
krolikow, takze w hipokampie OVX szczurdéw opisano brak
lub staba immunoreaktywnos¢ ERa w neuronach i astro-
cytach (8, 9). Sugeruje si¢, ze moze to by¢ zwiazane ze
spadkiem endogennych estrogenéw we krwi po owariekto-
mii zwierzat, co w konsekwencji powoduje spadek ekspre-
sji ERa (13).

Potwierdzono obecnos¢ ERa w ok. 50% astrocytow, co
wskazuje na ich heterogenno$¢ w wyniostosci przysrodko-
wej swinki morskiej (8). Inni autorzy sugeruja, ze ERa nie
wystepuja w catym mézgowiu (4, 13). Opisano wewnatrz-
komoérkowa lokalizacje ERa w ciele komorkowym, nie-
ktorych jadrach i pewnych poczatkowych wypustkach astro-
cytdw, co jest zgodne z wynikami badan wtasnych (7, 15).
Poznano mechanizm oddziatywania estrogenu w neuronach
przez jadrowe ERa, w celu transkrypcji i wzrostu produk-

Ryc. 2. Immunoreaktywno$¢ ERa w
w neuronach i brak immunozabarwienia strukturach parasubiculum u OVX+E2
krolikéw (pow. ok. 35 x)
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Ryec. 3. Intensywna immunoreaktywnos$¢
ERa w neuronach, pewnych astrocytach
({) z area entorhinalis u OVX+E2 Kkréli-
kow (pow. ok. 450 x)

cji biatek. Nadto opisano cytoplazmatyczna lokalizacj¢ ERa
w neuronach, ktoéra wskazuje na ich syntez¢ na siateczce
srodplazmatycznej szorstkiej, skad moga by¢ przemiesz-
czane do jadra komoérkowego (10). Ostatnio ERa opisano
w blonie komorkowej (2, 3). Podobnie jak w neuronach,
takze w astrocytach ERa moga shuzy¢ do bezposredniego
wplywu estrogenu na te komorki glejowe w celu ich pra-
widlowego funkcjonowania, moga tez regulowac interak-
cje neuron—astrocyt.

Wyniki badan wiasnych dostarczyly dowodow, ze egzo-
genny estrogen podany OVX krolikom powoduje znaczny
wzrost ekspresp ERa w neuronach 1 niektérych astrocy-
tach, co moze $wiadczy¢ o ich r6znej specjalizacji czynno-
sciowej.
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