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Hipokamp okre�lany �sercem� uk³adu limbicznego,
sk³ada siê z hipokampa w³a�ciwego (hippocampus
proper) oraz pola zêbatego (area dentata), które od-
dziela od siebie bruzda hipokampa (sulcus hippocam-
pi). W sk³ad pola zêbatego wchodz¹: zakrêt zêbaty
(gyrus dentatus) i wnêka zakrêtu zêbatego (hilus fas-
ciae dentate). Hipokamp tworzy ³ukowate wpuklenie
do komory bocznej mózgowia i wyró¿nia siê w nim
trzy podstawowe czê�ci: brzuszn¹, �rodkow¹ oraz
grzbietow¹ (8, 34, 48). Najczê�ciej stosowany jest
podzia³ hipokampa wg Lorente de Nó (33) na: róg
Amona � odpowiednik hipokampa w³a�ciwego, sk³a-
daj¹cy siê z 4 pól: CA1, CA3a, CA3b, CA3c, oraz na
zakrêt zêbaty z wnêk¹. Podzia³ ten zmodyfikowano
i pole CA3a okre�lono polem CA2, CA3b polem CA3,
za� pole CA3c polem CA4, które stanowi odpowied-
nik wnêki zakrêtu zêbatego (38). Pola hipokampa bu-
duj¹: warstwa pocz¹tkowa (stratum oriens), warstwa
piramidalna (stratum pyramidale), warstwa promie-
nista (stratum radiatum) oraz warstwa jamisto-drobi-
nowa (stratum lacunosum-moleculare). Zakrêt zêbaty
wykazuje prostsz¹, dwuwarstwow¹ budowê, tj.: war-
stwê drobinow¹ (stratum moleculare) oraz warstwê
ziarnist¹ (stratum granulosum) (9, 14, 51). Podobnie
jak w innych obszarach mózgowia ssaków w hipokam-

pie i zakrêcie zêbatym wystêpuj¹ dwa rodzaje neuro-
nów: neurony g³ówne i interneurony. Wzajemne po³¹-
czenia tych neuronów tworz¹ neuronalne sieci w³¹czo-
ne w funkcje hipokampa (5, 32, 38, 39, 45, 46). Jony
Ca2+ pe³ni¹ istotn¹ rolê w prawid³owym funkcjono-
waniu neuronów. Reguluj¹ przemiany metaboliczne,
przenosz¹ informacje pomiêdzy organellami, wp³ywaj¹
na ekspresjê genów w j¹drze komórkowym. Nadmiar
stê¿enia tych jonów prowadziæ mo¿e do powa¿nych
uszkodzeñ, a nawet �mierci neuronów, st¹d musz¹
istnieæ w cytoplazmie odpowiednie systemy zabezpie-
czaj¹ce neurony przed ekscytotoksyczno�ci¹ jonów
wapnia. Tymi systemami s¹ bia³ka wi¹¿¹ce wapñ:
parwalbumina, kalbindyna D28k oraz kalretynina
nale¿¹ce do rodziny bia³ek EF-hand (26). Wspóln¹
cech¹ tych bia³ek jest obecno�æ domen �EF� odpowie-
dzialnych za wi¹zanie jonów wapnia (3, 23). Obecnie
wzrasta zainteresowanie wspomnianymi bia³kami, po-
niewa¿ zabezpieczaj¹ one neurony przed nadmiernym
wzrostem stê¿enia jonów wapnia, zapobiegaj¹c ich
�mierci, a funkcje tych bia³ek s¹ w dalszym ci¹gu wy-
ja�niane. Dobrze poznano ekspresjê i rozmieszczenie
parwalbuminy (PV), kalbindyny D28k (CB) oraz kal-
retyniny (CR) w wielu obszarach o�rodkowego uk³a-
du nerwowego (OUN), w³¹czaj¹c hipokamp i zakrêt
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zêbaty u cz³owieka, ma³py, �wini, psa, szczura i my-
szoskoczka (2, 4, 7, 11, 12, 15, 16, 28-32, 36, 37, 43,
44, 47). Dotychczas nie badano bia³ek wi¹¿¹cych wapñ
w o�rodkowym uk³adzie nerwowym (OUN) u szyn-
szyli, jedynie w badaniach w³asnych przedstawiono
ekspresjê PV, CB i CR w niektórych obszarach OUN
u tego gatunku (17-20).

Dlatego te¿ celem by³a kontynuacja wcze�niejszych
badañ rozszerzona o wewn¹trzkomórkow¹ lokaliza-
cjê trzech wybranych bia³ek wi¹¿¹cych wapñ w neu-
ronach hipokampa.

Materia³ i metody
Do badañ u¿yto mózgowia 15 dojrza³ych p³ciowo (ok.

1,5-rocznych) samców szynszyli ma³ej (Chinchilla lanige-
ra) pochodz¹cych z fermy �Raba� w My�lenicach. Mózgo-
wia wypreparowano natychmiast po uboju. Materia³ utrwa-
lono w �wie¿ej, buforowanej 10% formalinie o pH 7,0, przez
12 h w temperaturze 4°C. Po utrwaleniu materia³u wyko-
nano parafinowe bloczki rutynow¹ technik¹ histologiczn¹.
Bloczki tkankowe zawieraj¹ce hipokampy skrawano w mi-
krotomie (MIKROM HMB40) na czo³owe skrawki o gru-
bo�ci 6 µm na wysoko�ci j¹dra grzbietowego cia³a kolan-
kowatego bocznego (nucleus dorsalis corporis geniculatis

lateralis), zgodnie z atlasem stereotaktycznym (25). Nastêp-
nie skrawki odparafinowano w �wie¿ym ksylenie i nawod-
niono w alkoholach o malej¹cym stê¿eniu. W celu zaha-
mowania aktywno�ci endogennej peroksydazy inkubowa-
no w 0,4% H

2
O

2
 w buforze fosforanowym, w temperaturze

pokojowej przez 30 min. Nastêpnie p³ukano w �wie¿ym
0,5 M buforze trisowym (TBS-Tris Buffered Saline) o pH
= 7,6. Dla usuniêcia podbarwienia t³a skrawki traktowano
w temperaturze pokojowej przez 20 min. normaln¹ suro-
wic¹ kozi¹.

W celu prze�ledzenia wewn¹trzkomórkowej lokalizacji
wybranych bia³ek wi¹¿¹cych wapñ u¿yto skrawków od
5 zwierz¹t dla ka¿dego bia³ka. Przeprowadzono immuno-
histochemiczn¹ reakcjê peroksydaza-antyperoksydaza
(PAP) z wykorzystaniem specyficznych przeciwcia³ skie-
rowanych przeciwko: parwalbuminie, kalbindynie D-28k
i kalretyninie (6). Do immunobarwienia u¿yto zestawu prze-
ciwcia³ i odczynników rozcieñczanych w tym samym bu-
forze 0,5 M TBS, w którym tak¿e dokonywano p³ukania
preparatów po zastosowaniu ka¿dego przeciwcia³a.

Nastêpnie skrawki traktowano odpowiednimi monoklo-
nalnymi immunoglobulinami (IgG), po czym przeprowa-
dzono inkubacjê w monoklonalnym kompleksie peroksy-
daza-antyperoksydaza (PAP) rozwiniêtym na odpowiednim
gatunku zwierz¹t.

Ryc. 3. Cytoplazmatyczna i j¹drowa immunoreaktywno�æ
w polu CA2 hipokampa (pow. ok. 1000 ×)

Ryc. 4. Cytoplazmatyczna immunoreaktywno�æ kalbindyny
w polu CA2 hipokampa (pow. ok. 1000 ×)

Ryc. 1. Cytoplazmatyczna i j¹drowa immunoreaktywno�æ
parwalbuminy w polu CA1 hipokampa (pow. ok. 1000 ×)

Ryc. 2. Cytoplazmatyczna immunoreaktywno�æ kalretyniny
w polu CA1 hipokampa (pow. ok. 1000 ×)
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Dla wszystkich badanych bia³ek jako chromogenu u¿y-
to dwuaminobenzydyny (DAB, 3,3� - diaminobenzidine
tetrahydrochloride, prod. Aldrich). Inkubacjê z DAB prze-
prowadzono w temperaturze pokojowej przez 30 min.
i otrzymano nierozpuszczalny produkt reakcji o br¹zowym
zabarwieniu. Nastêpnie skrawki p³ukano w H

2
O destylo-

wanej, odwadniano, prze�wietlano i zamykano w DPX
(prod. Fluka). Dla u¿ytej techniki immunohistochemicznej
wykonano kontrolê specyficzno�ci, w której ominiêto
pierwsze przeciwcia³o. Immunopozytywne neurony obser-
wowano i fotografowano w mikroskopie �wietlnym Axio-
lab, firmy Zeiss.

Wyniki i omówienie
Immunoreaktywno�æ PV, CB i CR stwierdzono

w neuronach pól CA1, CA2, CA3, CA4 hipokampa
i zakrêtu zêbatego. W polu CA1 hipokampa zaobser-
wowano ekspresjê parwalbuminy i kalbindyny w neu-
roplazmie, jak równie¿ w j¹drach komórek nerwowych
(ryc. 1). Wy³¹cznie cytoplazmatyczn¹ lokalizacjê ob-
serwowano dla kalretyniny (ryc. 2). Neurony pola CA2
hipokampa wykazywa³y cytoplazmatyczn¹ immuno-
reaktywno�æ dla parwalbuminy, kalbindyny D28k i kal-
retyniny (ryc. 4). Jedynie parwalbumina lokalizowa³a

siê w j¹drach komórkowych pojedynczych neuronów
(ryc. 3).

Cytoplazmatyczn¹ oraz j¹drow¹ lokalizacj¹ parwal-
buminy, kalbindyny D28k oraz kalretyniny cechowa-
³y siê neurony pól CA3, CA4 hipokampa oraz zakrêtu
zêbatego (ryc. 5, 6, 7, 8), (tab. 1). Wyniki badañ w³as-
nych po raz pierwszy ujawni³y j¹drow¹ lokalizacjê
parwalbuminy, kalbindyny D28k i kalretyniny w neu-
ronach analizowanych pól hipokampa i zakrêtu zêba-
tego szynszyli.

Do niedawna opisywano wy³¹cznie cytoplazmatycz-
n¹ dystrybucjê tych bia³ek. Podobn¹ j¹drow¹ lokali-
zacjê kalbindyny D28k w neuronach przedstawiono
tylko w jednej dostêpnej pracy (10). Inni autorzy (10,
42) sugeruj¹ mo¿liwo�æ wystêpowania trzech bada-
nych bia³ek wi¹¿¹cych wapñ z rodziny EF-hand w j¹d-
rze komórkowym. Zak³adaj¹, ¿e ze wzglêdu na ma³¹
masê cz¹steczkow¹ PV, CB, CR mog¹ wêdrowaæ trans-
portem biernym przez pory j¹drowe i wp³ywaæ na eks-
presjê genów w j¹drze. W zwi¹zku z brakiem podob-
nych wyników j¹drowej lokalizacji PV, CB, CR w neu-
ronach mózgowia u innych gatunków zwierz¹t nie
jest mo¿liwe ich porównanie. Badane bia³ka EF hand
zabezpieczaj¹ neurony przed ekscytotoksyczno�ci¹

Ryc. 5. Cytoplazmatyczna i j¹drowa immunoreaktywno�æ
parwalbuminy w polu CA3 hipokampa (pow. ok. 1000 ×)

Ryc. 6. Cytoplazmatyczna i j¹drowa immunoreaktywno�æ
kalretyniny w polu CA4 hipokampa (pow. ok. 1000 ×)

Ryc. 8. Cytoplazmatyczna i j¹drowa immunoreaktywno�æ
kalretyniny w zakrêcie zêbatym (pow. ok. 1000 ×)

Ryc. 7. Cytoplazmatyczna i j¹drowa immunoreaktywno�æ
parwalbuminy w zakrêcie zêbatym (pow. ok. 1000 ×)
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jonów Ca2+, chroni¹c je tym samym przed zwyrodnie-
niem, a nawet �mierci¹. Kontrola wewn¹trzkomórko-
wego stê¿enia wapnia przemawia za regulatorowymi
funkcjami parwalbuminy, kalbindyny oraz kalretyni-
ny prowadz¹cymi do plastyczno�ci neuronów, czyli do
zmiany ich aktywno�ci. W zwi¹zku z tym bia³ka wi¹-
¿¹ce wapñ s¹ po�rednio w³¹czone w regulacje proce-
sów metabolicznych wp³ywaj¹cych na podstawowe
funkcje ¿yciowe neuronów. Bia³ka wi¹¿¹ce wapñ PV,
CB i CR tak¿e uznano za neurochemiczne markery
poszczególnych podklas interneuronów. Podobnie jak
w korze mózgu, w hipokampie i zakrêcie zêbatym sta-
nowi¹ one trzy nie pokrywaj¹ce siê populacje komór-
kowe (1, 13, 21, 22, 24, 27, 35, 40, 41, 50). Wykaza-
no, ¿e interneurony z ekspresj¹ CB i PV rzadziej z CR
tworz¹ po³¹czenia z neuronami g³ównymi. Ich doj�cia
hamuj¹ce koñcz¹ siê na cia³ach komórkowych, pocz¹t-
kowych segmentach aksonów oraz na dalszych odcin-
kach dendrytów komórek piramidalnych i ziarnistych.
GABAergiczne neurony tworz¹c po³¹czenia w posta-
ci synaps hamuj¹cych, w konsekwencji powoduj¹ od-
hamowanie neuronów piramidalnych. W ten sposób
interneurony zawieraj¹ce trzy badane bia³ka w³¹czo-
ne s¹ w modulacjê przeka�nictwa synaptycznego, zwa-
nego plastyczno�ci¹ synaps.

Badania w³asne dostarczy³y nowych informacji
o wewn¹trzkomórkowej lokalizacji parwalbuminy, kal-
bindyny D28k i kalretyniny w neuronach hipokampa
i zakrêtu zêbatego doros³ego samca szynszyli ma³ej.
Dalsze badania s¹ niezbêdne w celu okre�lenia kolo-
kalizacji badanych bia³ek wi¹¿¹cych wapñ z neuro-
przeka�nikami i neuropeptydami w neuronach pól
hipokampa i zakrêtu zêbatego, co pozwoli na lepsze
zrozumienie czynno�ci komórek nerwowych.
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