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Summary

The purpose of this study was to trace the immunoreactivity of the calcium binding protein calretinin in
the periaqueductal gray matter of the midbrain of chinchillas. For this study the midbrains of five sexually
mature male chinchillas were used. The immunoreactivity of this protein in this species has never been investi-
gated up till now. The localization of its activity was examined by carrying out peroxidase-antiperoxidase
(PAP) reaction using a mouse specific monoclonal antibody against calretinin. An intensive immunostaining
for calretitin was observed in all the neurons in the dorsal and dorso-lateral periaqueductal gray matter. The
results of the studies obtained suggest a similarity in the distribution of calretitin as seen in the neurons of
periaqueductal gray matter of rats. This indicates that calretinin is involved in the regulation of intracellular
calcium ion concentration. In this manner it can influence the proper functions of the neurons of the
periaqueductal gray matter of the midbrain of the chinchilla.
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Jony wapnia w oérodkowym uktadzie nerwowym
(oun) kontroluja wiele procesow, wlaczajac szybki
wychwyt czasteczek, synteze i uwalnianie neuroprze-
kaznikéw oraz przewodnictwo synaptyczne. Nadmiar
jonow wapnia jest toksyczny dla neurondw, dlatego
muszg istnie¢ sprawne systemy jego wychwytu (21).
Do tych systemOw naleza biatka wiazace jony wapnia
sensoryczne bezposrednio indukujace, wewnatrzko-
morkowe procesy oraz biatka buforowe utrzymujace
odpowiedni poziom jonéw w cytoplazmie. Biatka te
naleza do duzej rodziny ,,EF-hand” i przypominaja
ksztattem dton. Ich wspdlna cecha strukturalng jest
obecno$¢ domen zbudowanych z dwoch a-helis i petli
sktadajacej si¢ z 12 aminokwasow, ktora wiaze wapn
(1, 16).

Kalretyning zaliczono do szybkich buforéw wapnia
1 wykazano jej strukturalne podobienstwo do kalbin-
dyny D28k. Niektorzy autorzy opisali kalretyning tak-
ze jako biatko sensoryczne. Funkcje tego biatka, jak
innych, nie sa w petni wyjasnione (5, 20). Kalretyning
buduje 6 domen ,,EF-hand”, sposréd ktérych 5 wy-
chwytuje 1 wiaze wapn. Biatko to wlaczone jest w trans-
port jonow, w sygnalizacje komorkowa oraz przewod-
nictwo synaptyczne (16, 17, 21). Do najlepiej pozna-
nych i uznanych biatek w1qzqcych jony wapnia jako
neuroanatomicznych markerow naleza: kalretynina,

kalbindyna D28k i1 parwalbumina. Wystgpuja one
w niektorych subpopulacjach neurondéw, wptywajac na
ich prawidtowe funkcjonowanie (1, 10, 13, 20, 21).
Stosujac specyficzne przeciwciala immunocytoche-
micznie wykazano duza ekspresjg kalretyniny w isto-
cie szarej Srodkowej srodmozgowia szczura (15, 18).
Istota szara srodkowa srodmozgowia (substantia gri-
sea centralis — SGC) jako obszar limbiczny zastuguje
na szczegdlna uwage ze wzgledu na zloZonq budowe,
zawarto$¢ roznych neuroprzekaznikow i neuropepty-
dow oraz na wzajemne potaczenia z wieloma osrod-
kami mozgowia (2, 3, 6-8, 14). SGC pelni wiele skom-
plikowanych funkcji (4, 9, 11, 18, 23).

Ze wzgledu na brak badan dotyczacych morfologii
neuronow 1 rozmieszczenia w nich kalretyniny doko-
nano obserwacp SGC dorostych samcow szynszyli.
Nadto poréwnano intensywnos$¢ immunoreaktyw-
nosci biatka w grzbietowej, grzbietowo-bocznej oraz
brzuszno-bocznej istocie szarej srodkowe;.

Materiat i metody

Do badan uzyto mézgowia 5 dojrzatych piciowo (ok. 1,5-
-rocznych) samcow szynszyli pochodzacych z fermy ,,Raba”
w Myslenicach. Mozgowia wypreparowano natychmiast po
uboju zwierzat. Material utrwalono w §wiezej zbuforowa-
nej 10% formalinie o pH = 7,0, przez 12 godzin, w tempe-
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raturze 4°C. Po utrwaleniu pobrano §rodmozgowia, z kto-
rych wykonano 6 um czotowe skrawki rutynowa technika
parafinowa. Skrawki zawierajace istotg szara srodkowa
umieszczano na szkietkach podstawowych i przenoszono
na 30 minut do cieplarki o temperaturze 56°C. Po odpara-
finowaniu w §wiezym ksylenie i nawodnieniu w alkoho-
lach o malejacym stg¢zeniu inkubowano je, w celu zahamo-
wania aktywnosci endogennej peroksydazy, w 0,4% H,O,
w buforze fosforanowym, w temperaturze pokojowej przez
30 minut. Nastgpnie ptukano w $wiezym 0,5 M buforze
trisowym (TBS-Tris Buffered Saline) o pH = 7,6. Celem
usunigcia podbarwienia tla, skrawki traktowano normalna
surowica kozia i inkubowano w temperaturze pokojowej
przez 20 minut.

Przeprowadzono immunocytochemiczna reakcje perok-
sydaza-antyperoksydaza (peroxydase-antyperoxydase PAP)
z wykorzystaniem specyficznego monoklonalnego przeciw-
ciata mysiego skierowanego przeciwko kalretyninie (Sig-
ma 1 : 2000) przez 48 godzin, w temperaturze 4°C (22). Do
immunobarwienia uzyto zestawu przeciwcial i odczynni-
kéw rozcienczanych w tym samym buforze 0,5 M TBS,
w ktorym takze dokonywano ptukania preparatow po za-
stosowaniu kazdego przeciwciala.

Skrawki traktowano monoklonalnym przeciwcialem
przeciwko mysim immunoglobulinom (IgG) (Sigma 1 : 50)
przez godzing . Nastgpnie przeprowadzono inkubacj¢ w mo-
noklonalnym kompleksie peroksydaza-antyperoksydaza
(PAP).

Dla badanego biatka, jako chromogenu, uzyto dwuami-
nobenzydyny (DAB, 3,3’ - diaminobenzidine tetrahydro-
chloride, Aldrich). Inkubacje z DAB przeprowadzono
w temperaturze pokojowej przez 30 minut. Otrzymano nie-
rozpuszczalny produkt reakcji o r6znej intensywnosci bra-
zowego zabarwienia. Nastepnie skrawki ptukano w H,O
destylowanej, odwadniano, prze$wietlano i zamykano
w DPX (Fluka).

Dla uzytej techniki immunocytochemicznej wykonano
kontrole specyficznosci, w ktorej ominigto pierwsze prze-
ciwcialo przeciwko antygenowi lub zastapiono go normal-
na surowica.

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

Wyniki i omowienie

W grzbietowej, grzbietowo-bocznej 1 brzuszno-
-bocznej SGC u dorostego samca szynszyli ujawnio-
no neurony, z niewielka ilo$cia neuroplazmy, mate
1 §rednie, owalnego, okragtego, wrzecionowatego, oraz
piramidalnego ksztattu. Intensywna immonoreaktyw-
no$¢ dla kalretyniny obserwowano w postaci brazo-
wych ziarnisto$ci rozmieszczonych rownomiernie w neu-
roplazmie wokot jadra komoérkowego. We wszystkich
badanych czg$ciach SGC wystepowaty nadto duze,
owalne lub okragte neurony z duza ilo$cia neuroplaz-
my, w ktorej podobnie jak w matych i §rednich neuro-
nach wykazano brazowe ziarnistosci (ryc. 1, 2, 3).
W skrawkach kontrolnych nie obserwowano immuno-
reatywnosci dla kalretyniny.
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Ryec. 1. Immunoreaktywnos¢ kalretyniny w neuronach grzbie-
towej istoty szarej Srodkowej. Pow. ok. 1000 x
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Ryec. 2. Immunoreaktywnos¢ kalretyniny w neuronach grzbie-
towej-bocznej istoty szarej Srodkowej. Pow. ok. 1000 x
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Ryc. 3. Immunoreaktywnos¢ kalretyniny w neuronach brzusz-
no-bocznej istoty szarej Srodkowej. Pow. ok. 1000 x

Intensywna immunoreaktywno$¢ w SGC obserwo-
wano u dorostych szczurdw, co koresponduje z wyni-
kami badan wiasnych uzyskanych u dorostego samca
szynszyli. Nadto w SGC i podwzgorzu szczura opisa-
no wspdlne wystgpowanie kalretyniny 1 kalbindyny
D28k w tych samych neuronach (18). Kalretynina,
podobnie jak inne biatka wiazace wapn, lokalizuje si¢
gléwnie w neuroplazmie. Obecno$¢ innego biatka wia-
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zacego wapn opisano w jadrze komorkowym, gdzie
moze regulowac ekspresj¢ gendw kodujacych biatko
(11).

w mozg0w1u wielu gatunkéw zwierzat biatka qu-
Z3ce wapn rozmieszczone sa specyﬁczme tylko w nie-
ktorych populacjach neuronow. Kalretynina moze
Wystqpowac sama lub wspdlnie z innymi biatkami
wigzacymi wapn. Istnieja takze neurony pozbaw1one
kalretyniny, a zawierajace inne biatka wiazace wapn
(13,17) . Funkcje tego biatka, podobnie jak kalbindy-
ny, nie sa w petni wyjasnione (20).

W korze mozdzku np. neurony gruszkowate pozba-
wione sa catkowicie kalretyniny, a zawieraja kalbin-
dyng i parwalbuming, natomiast neurony warstwy ziar-
nistej wykazuja ekspresje kalretyniny (17). Kalerytni-
naikalbindyna zwiazane sa gtownie z pobudzajacymi
neuronami (13), natomiast parwalbumina lokalizuje si¢
jedynie w neuronach zawierajacych kwas y-aminoma-
stowy (GABA) (1, 13). Biatka z rodziny ,,EF-hand”
regulujq aktywno$¢ neuronow przez buforowanie jo-
now wapnia i w ten sposob zabezpieczaja je przed tok-
sycznym dzialaniem nadmiaru wapnia. Uwaza sig, ze
biatka te moga by¢ wlaczone w odpowiedzi na stres.
Kalretynina, podobnie jak kalbindyna i parwalbumi-
na, uczestniczy w plastycznosci synaps oraz neuropro-
tekcji (18, 20).

Na szczegolna uwage zastuguje SGC, mimo ze jej
skomplikowana budowa jest poznana u wielu gatun-
koéw ssakow (5, 10, 11, 13, 14). Neurony SGC zawie-
raja r6zne neuroprzekazniki, takie jak: noradrenalina,
glutaminian, acetylocholina, histamina, serotonina,
GABA oraz neuropeptydy, do ktérych naleza: sub-
stancja P, neurotensyna, enkefalina, dynorfiny (2, 3).
W ten sposéb SGC wptywa na prawidtowe funkcjo-
nowanie wielu osrodkéw mézgowia przez wzajemne
potaczenia drogami wstgpujacymi i zstgpujacymi
m.in.: z kora mozgu, ze wzgdrzem i podwzgorzem,
z obszarami przodomozgowia, z jadrami pnia mézgu,
oraz rdzeniem kregowym (6-8, 12). W ten sposdb SGC
wlaczona jest m.in. w hamowanie odczuwania bolu
(analgezjg), reakcje emocjonalne 1 obronne (w tym
agresj¢), zapamigtywanie, oddawanie moczu, w zacho-
wanie plciowe, lordozg oraz WOkahzaC_]Q SGC integ-
ruje odpowiedzi behawioralne na zagrozenie i stymu-
lacje stresowe (4, 9, 12, 15, 19, 23). Obecnos¢ duzej
ekspresji kalretyniny w neuronach SGC u dorostego
samca szynszyli, podobnie jak u szczura sugeruje, ze
jest ona wiaczona w znacznym stopniu w utrzymanie
odpowiedniego poziomu jonéw wapnia i w ten spo-
s6b moduluje aktywno$¢ neuronéw oraz przewodnic-
two synaptyczne. Kalretynina petni zatem neuropro-
tekcyjna funkcjg, chroniac neurony SGC przed nad-
miarem st¢zeniem jonow wapnia.

Fizjologiczne funkcje biatek wiazacych wapn, w tym
kalretyniny w mézgowiu, nie sa w petni poznane (20).
Dlatego niezbedne jest przesledzeme rozmieszczenia
innych bialek wiazacych waph — parwalbuminy 1 kal-
bindyny oraz wykazanie ich wspolnego wystepowa-
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nia z neuroprzekaznikami w neuronach SGC doroste-
g0 samca szynszyli.

Badania dostarczyly nowych informacji dotyczacych
morfologii neuronéw i rozmieszczenia w nich kalre-
tyniny w SGC szynszyli. Wskazuje to na podobien-
stwo zarowno morfologii, jak 1 immunoreaktywno$ci
kalretyniny, jaka zaobserwowano u szczura.
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