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Intracellular expression of selected calcium-binding proteins
in the neurons of a chinchilla’s hippocampus

Summary

The main aim of the study was to investigate the intracellular localization of the following calcium-binding
proteins: parvalbumin, calbindin and calretinin. 15 sexually mature chinchilla males (about 1.5 years old)
were used in the examination. The hippocampus was collected from each immediately after the slaughter,
fixed and properly prepared for immunohistochemical examinations. Peroxidase-anti-peroxidase (PAP)
reaction was carried out using specific antibodies against parvalbumin and calbindin D28k, as well as calretinin.

Our own examination results have shown cytoplasmic as well as nuclear reactions in the examined regions
of the hippocampal areas (CA1-CA4) and dentate gyrus. Only in the CA2 area was no nuclear reaction
observed for the examined proteins, as well as in the CA1 area for calretinin. Intracellular localization of
calcium-binding proteins proves that regulatory functions of parvalbumin, calbindin and calretinin lead to
neuronal plasticity, i.e. to a change of their activity. Therefore, calcium-binding proteins may be indirectly
involved in the regulation of metabolic processes affecting basic vital functions of neurons.
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Hipokamp okreslany ,,sercem” uktadu limbicznego,
sktada si¢ z hipokampa wlasciwego (hippocampus
proper) oraz pola zgbatego (area dentata), ktoére od-
dziela od siebie bruzda hipokampa (sulcus hippocam-
pi). W sklad pola zgbatego wchodza: zakret zegbaty
(gyrus dentatus) 1 wneka zakretu zebatego (hilus fas-
ciae dentate). Hipokamp tworzy lukowate wpuklenie
do komory bocznej mozgowia i wyrdznia si¢ w nim
trzy podstawowe czg$ci: brzuszna, srodkowa oraz
grzbietowa (8, 34, 48). Najczgsciej stosowany jest
podziat hipokampa wg Lorente de N6 (33) na: rog
Amona — odpowiednik hipokampa wtasciwego, skta-
dajacy si¢ z 4 pol: CAl, CA3a, CA3b, CA3c, oraz na
zakret zgbaty z wnegka. Podziat ten zmodyfikowano
1 pole CA3a okreslono polem CA2, CA3b polem CA3,
za$ pole CA3c polem CA4, ktére stanowi odpowied-
nik wneki zakretu zgbatego (38). Pola hipokampa bu-
duja: warstwa poczatkowa (stratum oriens), warstwa
piramidalna (stratum pyramidale), warstwa promie-
nista (stratum radiatum) oraz warstwa jamisto-drobi-
nowa (stratum lacunosum-moleculare). Zakret zgbaty
wykazuje prostsza, dwuwarstwowa budowe, tj.: war-
stwe drobinowa (stratum moleculare) oraz warstwe
ziarnista (stratum granulosum) (9, 14, 51). Podobnie
jak w innych obszarach mézgowia ssakow w hipokam-

p1e 1 zakrecie zebatym wystepuja dwa rodzaje neuro-
now: neurony g%owne 1 interneurony. Wzajemne pota-
czenia tych neuronéw tworza neuronalne sieci wiaczo-
ne w funkcje hipokampa (5, 32, 38, 39, 45, 46). Jony
Ca’" pelnig istotng rol¢ w prawidlowym funkcjono-
waniu neurondéw. Reguluja przemiany metaboliczne,
przenosza informacje pomigdzy organellami, wptywaja
na ekspresje¢ genow w jadrze komorkowym. Nadmiar
stezenia tych jonow prowadzi¢ moze do powaznych
uszkodzen, a nawet $mierci neurondow, stad musza
istnie¢ w cytoplazmie odpowiednie systemy zabezpie—
czajace neurony przed ekscytotoksycznoscia j JOI’IOW
wapnia. Tymi systemami sg biatka wigzace wapn:

parwalbumina, kalbindyna D28k oraz kalretynina
nalezace do rodziny bialek EF-hand (26). Wspolna
cecha tych biatek jest obecno$¢ domen ,,EF” odpowie-
dzialnych za wiazanie jonow wapnia (3, 23). Obecnie
wzrasta zainteresowanie wspomnianymi biatkami, po-
niewaz zabezpieczaja one neurony przed nadrnlernym
wzrostem stgzenia jon6w wapnia, zapobiegajac ich
Smierci, a funkcje tych biatek sa w dalszym ciagu wy-
jasniane. Dobrze poznano ekspresj¢ i rozmieszczenie
parwalbuminy (PV), kalbindyny D28k (CB) oraz kal-
retyniny (CR) w wielu obszarach o$rodkowego ukta-
du nerwowego (OUN), wiaczajac hipokamp 1 zakret
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Ryec. 1. Cytoplazmatyczna i jadrowa immunoreaktywnos¢
parwalbuminy w polu CA1 hipokampa (pow. ok. 1000 %)
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Ryec. 3. Cytoplazmatyczna i jadrowa immunoreaktywnos¢
w polu CA2 hipokampa (pow. ok. 1000 %)

zgbaty u cztowieka, malpy, §wini, psa, szczura i my-
szoskoczka (2, 4,7, 11, 12, 15, 16, 28-32, 36, 37, 43,
44, 47). Dotychczas nie badano bialek wiazacych wapn
w osrodkowym uktadzie nerwowym (OUN) u szyn-
szyli, jedynie w badaniach wlasnych przedstawiono
ekspresje PV, CB i CR w niektérych obszarach OUN
u tego gatunku (17-20).

Dlatego tez celem byta kontynuacja wezesniejszych
badan rozszerzona o wewnatrzkomorkowa lokaliza-
cje trzech wybranych biatek wiazacych wapn w neu-
ronach hipokampa.

Materiat i metody

Do badan uzyto mozgowia 15 dojrzatych piciowo (ok.
1,5-rocznych) samcow szynszyli matej (Chinchilla lanige-
ra) pochodzacych z fermy ,,Raba” w Myslenicach. M6zgo-
wia wypreparowano natychmiast po uboju. Materiat utrwa-
lono w $wiezej, buforowanej 10% formalinie o pH 7,0, przez
12 h w temperaturze 4°C. Po utrwaleniu materialu wyko-
nano parafinowe bloczki rutynowa technika histologiczna.
Bloczki tkankowe zawierajace hipokampy skrawano w mi-
krotomie (MIKROM HMB40) na czotowe skrawki o gru-
bosci 6 pm na wysokosci jadra grzbietowego ciata kolan-
kowatego bocznego (nucleus dorsalis corporis geniculatis
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Ryc. 2. Cytoplazmatyczna immunoreaktywnos¢ kalretyniny
w polu CA1 hipokampa (pow. ok. 1000 %)

Ryc. 4. Cytoplazmatyczna immunoreaktywnos¢ kalbindyny
w polu CA2 hipokampa (pow. ok. 1000 %)

lateralis), zgodnie z atlasem stereotaktycznym (25). Nastep-
nie skrawki odparafinowano w $wiezym ksylenie i nawod-
niono w alkoholach o malejacym st¢zeniu. W celu zaha-
mowania aktywnosci endogennej peroksydazy inkubowa-
now 0,4% H,O, w buforze fosforanowym, w temperaturze
pokojowej przez 30 min. Nast¢pnie ptukano w Swiezym
0,5 M buforze trisowym (TBS-Tris Buffered Saline) o pH
=17,6. Dla usunigcia podbarwienia tla skrawki traktowano
w temperaturze pokojowej przez 20 min. normalng suro-
wica kozia.

W celu przesledzenia wewnatrzkomorkowej lokalizacji
wybranych biatek wiazacych wapn uzyto skrawkow od
5 zwierzat dla kazdego biatka. Przeprowadzono immuno-
histochemiczna reakcje¢ peroksydaza-antyperoksydaza
(PAP) z wykorzystaniem specyficznych przeciwciat skie-
rowanych przeciwko: parwalbuminie, kalbindynie D-28k
ikalretyninie (6). Do immunobarwienia uzyto zestawu prze-
ciwcial i odczynnikoéw rozcienczanych w tym samym bu-
forze 0,5 M TBS, w ktorym takze dokonywano plukania
preparatéw po zastosowaniu kazdego przeciwciata.

Nastepnie skrawki traktowano odpowiednimi monoklo-
nalnymi immunoglobulinami (IgG), po czym przeprowa-
dzono inkubacje w monoklonalnym kompleksie peroksy-
daza-antyperoksydaza (PAP) rozwinigtym na odpowiednim
gatunku zwierzat.
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Ryec. 5. Cytoplazmatyczna i jadrowa immunoreaktywnos¢
parwalbuminy w polu CA3 hipokampa (pow. ok. 1000 %)
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Ryec. 7. Cytoplazmatyczna i jadrowa immunoreaktywnos¢
parwalbuminy w zakrecie z¢batym (pow. ok. 1000 x)

Dla wszystkich badanych biatek jako chromogenu uzy-
to dwuaminobenzydyny (DAB, 3,3’ - diaminobenzidine
tetrahydrochloride, prod. Aldrich). Inkubacj¢ z DAB prze-
prowadzono w temperaturze pokojowej przez 30 min.
i otrzymano nierozpuszczalny produkt reakcji o brazowym
zabarwieniu. Nastgpnie skrawki plukano w H,O destylo-
wanej, odwadniano, przeswietlano i zamykano w DPX
(prod. Fluka). Dla uzytej techniki immunohistochemicznej
wykonano kontrolg specyficznosci, w ktoérej ominigto
pierwsze przeciwciato. Immunopozytywne neurony obser-
wowano i fotografowano w mikroskopie $§wietlnym Axio-
lab, firmy Zeiss.

Wyniki i oméwienie

Immunoreaktywnos$¢ PV, CB i CR stwierdzono
w neuronach p6él CAl, CA2, CA3, CA4 hipokampa
1 zakre¢tu zgbatego. W polu CA1 hipokampa zaobser-
wowano ekspresje parwalbuminy i kalbindyny w neu-
roplazmie, jak rowniez w jadrach komorek nerwowych
(ryc. 1). Wylacznie cytoplazmatyczna lokalizacjg ob-
serwowano dla kalretyniny (ryc. 2). Neurony pola CA2
hipokampa wykazywaly cytoplazmatyczna immuno-
reaktywnosc¢ dla parwalbuminy, kalbindyny D28k i kal-
retyniny (ryc. 4). Jedynie parwalbumina lokalizowata
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Ryec. 6. Cytoplazmatyczna i jadrowa immunoreaktywnos¢
kalretyniny w polu CA4 hipokampa (pow. ok. 1000 x)

Ryc. 8. Cytoplazmatyczna i jadrowa immunoreaktywnos¢
kalretyniny w zakrecie zegbatym (pow. ok. 1000 %)

si¢ w jadrach komorkowych pojedynczych neuronow
(ryc. 3).

Cytoplazmatyczna oraz jadrowa lokalizacja parwal-
buminy, kalbindyny D28k oraz kalretyniny cechowa-
ly si¢ neurony pol CA3, CA4 hipokampa oraz zakrgtu
zgbatego (ryc. 5, 6, 7, 8), (tab. 1). Wyniki badan wtas-
nych po raz pierwszy ujawnity jadrowa lokalizacje
parwalbuminy, kalbindyny D28k i kalretyniny w neu-
ronach analizowanych p6l hipokampa 1 zakrgtu zgba-
tego szynszyli.

Do niedawna opisywano wylacznie cytoplazmatycz-
na dystrybucje tych biatek. Podobna jadrowa lokali-
zacj¢ kalbindyny D28k w neuronach przedstawiono
tylko w jednej dostepnej pracy (10). Inni autorzy (10,
42) sugeruja mozliwos¢ wystgpowania trzech bada-
nych biatek wiazacych wapn z rodziny EF-hand w jad-
rze komorkowym. Zaktadaja, ze ze wzgledu na mata
masg czasteczkowa PV, CB, CR moga wedrowac trans-
portem biernym przez pory jadrowe i wplywac na eks-
presj¢ gendw w jadrze. W zwiazku z brakiem podob-
nych wynikow jadrowej lokalizacji PV, CB, CR w neu-
ronach mozgowia u innych gatunkow zwierzat nie
jest mozliwe ich porownanie. Badane biatka EF hand
zabezpieczaja neurony przed ekscytotoksycznoscia
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Tab. 1. Wewnatrzkomorkowa lokalizacja parwalbuminy (PV), kalbindyny D28k (CB), kalretyniny (CR) w neuronach hipo-
kampa (CA1-CA4) i zakretu z¢batego

PV + + + brak/+
CB + + + brak
CR + brak + brak

+ + + + +
+ + + + +
+ + + + +

jondéw Ca®’, chroniac je tym samym przed zwyrodnie-
niem, a nawet Smiercia. Kontrola wewnatrzkomorko-
wego stezenia wapnia przemawia za regulatorowymi
funkcjami parwalbuminy, kalbindyny oraz kalretyni-
ny prowadzacymi do plastycznos$ci neuronow, czyli do
zmiany ich aktywnos$ci. W zwiazku z tym biatka wia-
zace wapn sa posrednio wiaczone w regulacje proce-
sow metabolicznych wplywajacych na podstawowe
funkcje zyciowe neuronow. Biatka wigzace wapn PV,
CB 1 CR takze uznano za neurochemiczne markery
poszczegolnych podklas interneuronow. Podobnie jak
w korze mézgu, w hipokampie i zakrecie zgbatym sta-
nowia one trzy nie pokrywajace si¢ populacje komor-
kowe (1, 13, 21, 22, 24, 27, 35, 40, 41, 50). Wykaza-
no, ze interneurony z ekspresja CB i PV rzadziej z CR
tworza potaczenia z neuronami gldéwnymi. Ich dojscia
hamujace koncza si¢ na ciatach komoérkowych, poczat-
kowych segmentach aksonéw oraz na dalszych odcin-
kach dendrytow komorek piramidalnych i ziarnistych.
GABAergiczne neurony tworzac polaczenia w posta-
ci synaps hamujacych, w konsekwencji powoduja od-
hamowanie neuronéw piramidalnych. W ten sposob
interneurony zawierajace trzy badane biatka wtaczo-
ne sa w modulacj¢ przekaznictwa synaptycznego, zwa-
nego plastycznos$cia synaps.

Badania wtasne dostarczyly nowych informacji
o wewnatrzkomorkowej lokalizacji parwalbuminy, kal-
bindyny D28k i kalretyniny w neuronach hipokampa
1 zakretu zgbatego dorostego samca szynszyli male;.
Dalsze badania sa niezbedne w celu okreslenia kolo-
kalizacji badanych biatek wiazacych wapn z neuro-
przekaznikami i1 neuropeptydami w neuronach pdl
hipokampa i1 zakrgtu zgbatego, co pozwoli na lepsze

zrozumienie czynno$ci komorek nerwowych.
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