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Jony wapnia w o�rodkowym uk³adzie nerwowym
(oun) kontroluj¹ wiele procesów, w³¹czaj¹c szybki
wychwyt cz¹steczek, syntezê i uwalnianie neuroprze-
ka�ników oraz przewodnictwo synaptyczne. Nadmiar
jonów wapnia jest toksyczny dla neuronów, dlatego
musz¹ istnieæ sprawne systemy jego wychwytu (21).
Do tych systemów nale¿¹ bia³ka wi¹¿¹ce jony wapnia
sensoryczne bezpo�rednio indukuj¹ce, wewn¹trzko-
mórkowe procesy oraz bia³ka buforowe utrzymuj¹ce
odpowiedni poziom jonów w cytoplazmie. Bia³ka te
nale¿¹ do du¿ej rodziny �EF-hand� i przypominaj¹
kszta³tem d³oñ. Ich wspóln¹ cech¹ strukturaln¹ jest
obecno�æ domen zbudowanych z dwóch á-helis i pêtli
sk³adaj¹cej siê z 12 aminokwasów, która wi¹¿e wapñ
(1, 16).

Kalretyninê zaliczono do szybkich buforów wapnia
i wykazano jej strukturalne podobieñstwo do kalbin-
dyny D28k. Niektórzy autorzy opisali kalretyninê tak-
¿e jako bia³ko sensoryczne. Funkcje tego bia³ka, jak
innych, nie s¹ w pe³ni wyja�nione (5, 20). Kalretyninê
buduje 6 domen �EF-hand�, spo�ród których 5 wy-
chwytuje i wi¹¿e wapñ. Bia³ko to w³¹czone jest w trans-
port jonów, w sygnalizacjê komórkow¹ oraz przewod-
nictwo synaptyczne (16, 17, 21). Do najlepiej pozna-
nych i uznanych bia³ek wi¹¿¹cych jony wapnia jako
neuroanatomicznych markerów nale¿¹: kalretynina,

kalbindyna D28k i parwalbumina. Wystêpuj¹ one
w niektórych subpopulacjach neuronów, wp³ywaj¹c na
ich prawid³owe funkcjonowanie (1, 10, 13, 20, 21).
Stosuj¹c specyficzne przeciwcia³a immunocytoche-
micznie wykazano du¿¹ ekspresjê kalretyniny w isto-
cie szarej �rodkowej �ródmózgowia szczura (15, 18).
Istota szara �rodkowa �ródmózgowia (substantia gri-
sea centralis � SGC) jako obszar limbiczny zas³uguje
na szczególn¹ uwagê ze wzglêdu na z³o¿on¹ budowê,
zawarto�æ ró¿nych neuroprzeka�ników i neuropepty-
dów oraz na wzajemne po³¹czenia z wieloma o�rod-
kami mózgowia (2, 3, 6-8, 14). SGC pe³ni wiele skom-
plikowanych funkcji (4, 9, 11, 18, 23).

Ze wzglêdu na brak badañ dotycz¹cych morfologii
neuronów i rozmieszczenia w nich kalretyniny doko-
nano obserwacji SGC doros³ych samców szynszyli.
Nadto porównano intensywno�æ immunoreaktyw-
no�ci bia³ka w grzbietowej, grzbietowo-bocznej oraz
brzuszno-bocznej istocie szarej �rodkowej.

Materia³ i metody
Do badañ u¿yto mózgowia 5 dojrza³ych p³ciowo (ok. 1,5-

-rocznych) samców szynszyli pochodz¹cych z fermy �Raba�
w My�lenicach. Mózgowia wypreparowano natychmiast po
uboju zwierz¹t. Materia³ utrwalono w �wie¿ej zbuforowa-
nej 10% formalinie o pH = 7,0, przez 12 godzin, w tempe-
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raturze 4°C. Po utrwaleniu pobrano �ródmózgowia, z któ-
rych wykonano 6 µm czo³owe skrawki rutynow¹ technik¹
parafinow¹. Skrawki zawieraj¹ce istotê szar¹ �rodkow¹
umieszczano na szkie³kach podstawowych i przenoszono
na 30 minut do cieplarki o temperaturze 56°C. Po odpara-
finowaniu w �wie¿ym ksylenie i nawodnieniu w alkoho-
lach o malej¹cym stê¿eniu inkubowano je, w celu zahamo-
wania aktywno�ci endogennej peroksydazy, w 0,4% H

2
O

2
w buforze fosforanowym, w temperaturze pokojowej przez
30 minut. Nastêpnie p³ukano w �wie¿ym 0,5 M buforze
trisowym (TBS-Tris Buffered Saline) o pH = 7,6. Celem
usuniêcia podbarwienia t³a, skrawki traktowano normaln¹
surowic¹ kozi¹ i inkubowano w temperaturze pokojowej
przez 20 minut.

Przeprowadzono immunocytochemiczn¹ reakcjê perok-
sydaza-antyperoksydaza (peroxydase-antyperoxydase PAP)
z wykorzystaniem specyficznego monoklonalnego przeciw-
cia³a mysiego skierowanego przeciwko kalretyninie (Sig-
ma 1 : 2000) przez 48 godzin, w temperaturze 4°C (22). Do
immunobarwienia u¿yto zestawu przeciwcia³ i odczynni-
ków rozcieñczanych w tym samym buforze 0,5 M TBS,
w którym tak¿e dokonywano p³ukania preparatów po za-
stosowaniu ka¿dego przeciwcia³a.

Skrawki traktowano monoklonalnym przeciwcia³em
przeciwko mysim immunoglobulinom (IgG) (Sigma 1 : 50)
przez godzinê . Nastêpnie przeprowadzono inkubacjê w mo-
noklonalnym kompleksie peroksydaza-antyperoksydaza
(PAP).

Dla badanego bia³ka, jako chromogenu, u¿yto dwuami-
nobenzydyny (DAB, 3,3� - diaminobenzidine tetrahydro-
chloride, Aldrich). Inkubacjê z DAB przeprowadzono
w temperaturze pokojowej przez 30 minut. Otrzymano nie-
rozpuszczalny produkt reakcji o ró¿nej intensywno�ci br¹-
zowego zabarwienia. Nastêpnie skrawki p³ukano w H

2
O

destylowanej, odwadniano, prze�wietlano i zamykano
w DPX (Fluka).

Dla u¿ytej techniki immunocytochemicznej wykonano
kontrolê specyficzno�ci, w której ominiêto pierwsze prze-
ciwcia³o przeciwko antygenowi lub zast¹piono go normal-
n¹ surowic¹.

Neurony grzbietowej, grzbietowo-bocznej oraz brzusz-
no-bocznej SGC immunopozytywne dla kalretyniny obser-
wowano i fotografowano w mikroskopie �wietlnym Axio-
lab (Ziess).

Wyniki i omówienie
W grzbietowej, grzbietowo-bocznej i brzuszno-

-bocznej SGC u doros³ego samca szynszyli ujawnio-
no neurony, z niewielk¹ ilo�ci¹ neuroplazmy, ma³e
i �rednie, owalnego, okr¹g³ego, wrzecionowatego, oraz
piramidalnego kszta³tu. Intensywn¹ immonoreaktyw-
no�æ dla kalretyniny obserwowano w postaci br¹zo-
wych ziarnisto�ci rozmieszczonych równomiernie w neu-
roplazmie wokó³ j¹dra komórkowego. We wszystkich
badanych czê�ciach SGC wystêpowa³y nadto du¿e,
owalne lub okr¹g³e neurony z du¿¹ ilo�ci¹ neuroplaz-
my, w której podobnie jak w ma³ych i �rednich neuro-
nach wykazano br¹zowe ziarnisto�ci (ryc. 1, 2, 3).
W skrawkach kontrolnych nie obserwowano immuno-
reatywno�ci dla kalretyniny.

Intensywn¹ immunoreaktywno�æ w SGC obserwo-
wano u doros³ych szczurów, co koresponduje z wyni-
kami badañ w³asnych uzyskanych u doros³ego samca
szynszyli. Nadto w SGC i podwzgórzu szczura opisa-
no wspólne wystêpowanie kalretyniny i kalbindyny
D28k w tych samych neuronach (18). Kalretynina,
podobnie jak inne bia³ka wi¹¿¹ce wapñ, lokalizuje siê
g³ównie w neuroplazmie. Obecno�æ innego bia³ka wi¹-

Ryc. 1. Immunoreaktywno�æ kalretyniny w neuronach grzbie-
towej istoty szarej �rodkowej. Pow. ok. 1000 ×

Ryc. 2. Immunoreaktywno�æ kalretyniny w neuronach grzbie-
towej-bocznej istoty szarej �rodkowej. Pow. ok. 1000 ×

Ryc. 3. Immunoreaktywno�æ kalretyniny w neuronach brzusz-
no-bocznej istoty szarej �rodkowej. Pow. ok. 1000 ×
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¿¹cego wapñ opisano w j¹drze komórkowym, gdzie
mo¿e regulowaæ ekspresjê genów koduj¹cych bia³ko
(11).

W mózgowiu wielu gatunków zwierz¹t bia³ka wi¹-
¿¹ce wapñ rozmieszczone s¹ specyficznie tylko w nie-
których populacjach neuronów. Kalretynina mo¿e
wystêpowaæ sama lub wspólnie z innymi bia³kami
wi¹¿¹cymi wapñ. Istniej¹ tak¿e neurony pozbawione
kalretyniny, a zawieraj¹ce inne bia³ka wi¹¿¹ce wapñ
(13, 17) . Funkcje tego bia³ka, podobnie jak kalbindy-
ny, nie s¹ w pe³ni wyja�nione (20).

W korze mó¿d¿ku np. neurony gruszkowate pozba-
wione s¹ ca³kowicie kalretyniny, a zawieraj¹ kalbin-
dynê i parwalbuminê, natomiast neurony warstwy ziar-
nistej wykazuj¹ ekspresjê kalretyniny (17). Kalerytni-
na i kalbindyna zwi¹zane s¹ g³ównie z pobudzaj¹cymi
neuronami (13), natomiast parwalbumina lokalizuje siê
jedynie w neuronach zawieraj¹cych kwas ã-aminoma-
s³owy (GABA) (1, 13). Bia³ka z rodziny �EF-hand�
reguluj¹ aktywno�æ neuronów przez buforowanie jo-
nów wapnia i w ten sposób zabezpieczaj¹ je przed tok-
sycznym dzia³aniem nadmiaru wapnia. Uwa¿a siê, ¿e
bia³ka te mog¹ byæ w³¹czone w odpowiedzi na stres.
Kalretynina, podobnie jak kalbindyna i parwalbumi-
na, uczestniczy w plastyczno�ci synaps oraz neuropro-
tekcji (18, 20).

Na szczególn¹ uwagê zas³uguje SGC, mimo ¿e jej
skomplikowana budowa jest poznana u wielu gatun-
ków ssaków (5, 10, 11, 13, 14). Neurony SGC zawie-
raj¹ ró¿ne neuroprzeka�niki, takie jak: noradrenalina,
glutaminian, acetylocholina, histamina, serotonina,
GABA oraz neuropeptydy, do których nale¿¹: sub-
stancja P, neurotensyna, enkefalina, dynorfiny (2, 3).
W ten sposób SGC wp³ywa na prawid³owe funkcjo-
nowanie wielu o�rodków mózgowia przez wzajemne
po³¹czenia drogami wstêpuj¹cymi i zstêpuj¹cymi
m.in.: z kor¹ mózgu, ze wzgórzem i podwzgórzem,
z obszarami przodomózgowia, z j¹drami pnia mózgu,
oraz rdzeniem krêgowym (6-8, 12). W ten sposób SGC
w³¹czona jest m.in. w hamowanie odczuwania bólu
(analgezjê), reakcje emocjonalne i obronne (w tym
agresjê), zapamiêtywanie, oddawanie moczu, w zacho-
wanie p³ciowe, lordozê oraz wokalizacjê. SGC integ-
ruje odpowiedzi behawioralne na zagro¿enie i stymu-
lacje stresowe (4, 9, 12, 15, 19, 23). Obecno�æ du¿ej
ekspresji kalretyniny w neuronach SGC u doros³ego
samca szynszyli, podobnie jak u szczura sugeruje, ¿e
jest ona w³¹czona w znacznym stopniu w utrzymanie
odpowiedniego poziomu jonów wapnia i w ten spo-
sób moduluje aktywno�æ neuronów oraz przewodnic-
two synaptyczne. Kalretynina pe³ni zatem neuropro-
tekcyjn¹ funkcjê, chroni¹c neurony SGC przed nad-
miarem stê¿eniem jonów wapnia.

Fizjologiczne funkcje bia³ek wi¹¿¹cych wapñ, w tym
kalretyniny w mózgowiu, nie s¹ w pe³ni poznane (20).
Dlatego niezbêdne jest prze�ledzenie rozmieszczenia
innych bia³ek wi¹¿¹cych wapñ � parwalbuminy i kal-
bindyny oraz wykazanie ich wspólnego wystêpowa-

nia z neuroprzeka�nikami w neuronach SGC doros³e-
go samca szynszyli.

Badania dostarczy³y nowych informacji dotycz¹cych
morfologii neuronów i rozmieszczenia w nich kalre-
tyniny w SGC szynszyli. Wskazuje to na podobieñ-
stwo zarówno morfologii, jak i immunoreaktywno�ci
kalretyniny, jak¹ zaobserwowano u szczura.
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